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Abstrakt 
V první části disertační práce byla na sadě analytů pomocí kapilární elektroforézy 
otestována schopnost chirální separace nejprve dvou permanentně kladně nabitých 
cyklodextrinových derivátů, a to PEMEDA- a PEMPDA-β-cyklodextrinu. Výborné 
enantioseparační vlastnosti vykazovaly oba selektory v přítomnosti N-boc-D,L-tryptofanu, u 
kterého docházelo k úplnému oddělení enantiomerů již při 0,5 mmol·l-1 koncentraci 
cyklodextrinového derivátu v základním elektrolytu. Rozdíly mezi enantiodiskriminačními 
vlastnostmi jednotlivých derivátů však byly minimální.  
Druhou testovanou skupinu tvořily dva deriváty cyklodextrinu, a to 2-O-  a 3-O-cinnamyl-
α-cyklodextrin. Tyto deriváty jsou schopné tvořit supramolekulární polymery ve vodných 
roztocích, které se při zvýšené teplotě rozpadají. Tvorba těchto polymerů byla otestována 
pomocí NMR a DLS experimentů. Při testování chirálních separační schopností na skupině 
vybraných analytů ani jeden z uvedených cyklodextrinových derivátů nevykazoval 
enantiodiskriminační vlastnosti. 
V rámci antipredační studie byla pro separaci deseti derivátů pterinu a riboflavinu, které 
se mohou ve formě pigmentů vyskytovat u hmyzu, plazů nebo obojživelníků jako součást 
jejich výstražného zbarvení, použita HPLC-MS/MS metoda pracující v HILIC módu. 
Vyvinutá metodika byla aplikována při analýze extraktů kůže v dimethylsulfoxidu z různě 
zabarvených částí těl sladkovodních želv Trachemys scripta a Pseudemys concinna. 
V extraktech byly deriváty pterinu a riboflavin identifikovány v různém složení a bylo 
vyhodnoceno, že spolu s karotenoidy se významně podílí na konečném zbarvení zejména 
žlutých a červených částí kůže želv.   
Dále byla vyvinuta nová metoda neletálního odběru obranných sekretů ploštic jejich 
stlačováním pístem stříkačky s následnou sorpcí uvolněných látek pomocí SPME vlákna. 
Analýza jejich složení probíhala za pomoci jednodimenzionální GC-MS s využitím středně 
polární separační kolony Rtx-200. Byly analyzovány obranné sekrety tří druhů ploštic, a to 
Pyrrhocoris apterus, Pyrrhocoris tibialis a Scantius aegyptius (Heteroptera: Pyrrhocoridae). 
V obranném sekretu bylo identifikováno 66 různých sloučenin, jejichž výskyt a poměr byl 
druhově specifický a souvisí více se způsobem života jednotlivých druhů než s jejich 
genetickou příbuzností, což bylo potvrzeno klastrovou analýzou. 
Metodika GC-MS v kombinaci s nepolární kolonou SLB-5ms byla využita i pro analýzu 
obranných sekretů dospělců druhu Lygaeus equestris, odchovaných na toxické hostitelské 
rostlině hlaváčku jarním nebo na kontrolní slunečnici za účelem zjistit, zda typ hostitelské 
8 
 
rostliny ovlivňuje produkci obranné sekrece metathorakálních žláz dospělců. Celkově však 
jednodimenzionální GC-MS nevykazovala žádoucí separační účinnost. Využití 
dvoudimenzionální GC×GC-MS metody s nepolární SLB-5ms kolonou pro první dimenzi a 
polární Supelcowax (polyethylenglykolová fáze) pro druhou dimenzi v kombinaci 
s kryogenním modulátorem poskytlo podstatně vyšší separační účinnost. Optimalizovanou 
metodou SPME-GC×GC-MS byly analyzovány obranné sekrety rozdílně krmených samců a 
samic L. equestris, byly identifikovány jednotlivé sloučeniny a získané složení sekretů bylo 
porovnáno z hlediska pohlaví dospělců i z hlediska vlivu hostitelské rostliny.  
V rámci projektu byly dále sepsány dva souhrnné články zabývající se klasifikací dnes 
velice populárních mikroextrakčních technik.  
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Abstract 
In the first part of the doctoral thesis, the capillary electrophoresis was used to test the 
potential chiral separation properties of monosubstituted cyclodextrin derivatives, namely 
PEMEDA- and PEMPDA-β-cyclodextrins for the group of selected analytes. Both selectors 
exhibited excellent enantioseparation properties for N-boc-D,L-tryptophan, where the 
enantiomers were completely separated even at 0.5 mmol·l-1 concentration of the cyclodextrin 
derivative in the background electrolyte. However, the differences between the 
enantiodiscrimination properties of individual derivatives were minimal. 
The second test group consisted of two cyclodextrin derivatives, namely 2-O- and 3-O-
cinnamyl-α-cyclodextrins. These derivatives are able to form supramolecular polymers in 
aqueous solutions that disintegrate at elevated temperature. The formation of these polymers 
was tested by NMR and DLS experiments. None of the tested cyclodextrin derivatives 
showed enantiodiscrimination properties towards a group of selected analytes. 
In the frame of antipredatory study, HPLC-MS/MS method working in HILIC mode was 
used for separation of ten pterin derivatives and riboflavin, which can be present as pigments 
in insects, reptiles or amphibians as a part of their warning coloration. The developed 
methodology was applied for the analysis of skin extracts in dimethyl sulfoxide from 
differently colored parts of the body of freshwater turtles Trachemys scripta and Pseudemys 
concinna. In the extracts, the individual pterin derivatives and riboflavin were identified in 
varying compositions and it was evaluated that, together with the carotenoids, they 
contributed significantly to the final coloration, especially of the yellow and red parts of the 
turtle skin. 
Further, a new method of non-lethal sampling of defensive secretions of the true bugs was 
developed by compressing them with a syringe plunger followed by sorption of released 
substances on SPME fiber. Analysis of the defensive secretion compositions was performed 
on one-dimensional GC-MS with a mid-polar Rtx-200 column. Defensive secretions of three 
species of bugs were analyzed, namely Pyrrhocoris apterus, Pyrrhocoris tibialis and Scantius 
aegyptius (Heteroptera: Pyrrhocoridae). 66 different compounds were identified in the 
defensive secretion, the presence and ratio of individual analytes were species-specific and 
more related to the antipredatory strategies of the bugs than to the relationship of the species, 
as was confirmed by cluster analysis.  
The GC-MS methodology in combination with the non-polar SLB-5ms column was used 
to analyze defensive secretions of adults of Lygaeus equestris raised either on toxic host-plant 
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Adonis vernalis or on control plant sunflower, to determine whether the host plant type affects 
the production of secretion of defensive metathoraic glands in adults. Overall, the one-
dimensional GC-MS showed insufficient separation efficiency. The use of a two-dimensional 
GC×GC-MS method with a non-polar SLB-5ms column for the first dimension and polar 
Supelcowax (poly(ethylene glycol) phase) column for the second dimension in combination 
with a cryogenic modulator provided significantly higher separation efficiency. The optimized 
SPME-GC×GC-MS method was used to analyze defensive secretions of differently fed male 
and female of L. equestris, individual compounds were identified, and the secretion 
composition was compared in terms of different sexes of adults and different host plant. 
During the working on doctoral thesis two reviews, where the aim is the classification of 
today's very popular microextraction techniques, were written.  
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Seznam zkratek a použitých symbolů 
1D GC jednodimenzionální plynová chromatografie  
2D ROESY rorating frame Overhauser effect spectroscopy 
2-O- a 3-O-Cin-α-CD 2-O-  a 3-O-cinnamyl-α-cyklodextrin  
AdCOOK adamantan-1-karboxylát draselný 
BGE základní elektrolyt 
boc terc-butoxykarbonyl 
c molární koncentrace 
CAR karboxen 
CE kapilární elektroforéza 
CFME mikroextrakce do jedné kapky z proudícího vzorku (continous flow 
microextraction) 
CioOK cinnamát draselný  
D2O těžká voda (oxid deuteria) 
DDSME mikroextrakce z kapky do kapky rozpouštědla (drop-to-drop solvent 
microextraction) 
DES hluboce eutektická rozpouštědla (deep eutectic solvents) 
(DI-)SDME mikroextrakce s přímým ponořením jedné kapky (direct immersion 
single drop microextraction) 
DLLME disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid–
liquid microextraction) 
DLS dynamický rozptyl světla  
DMSO dimethylsulfoxid 
DMSO-d6 dimethylsulfoxid deuterovaný 
DPmax stupeň polymerizace 
DSD-LLLME mikroextrakce do jedné kapky uvolněné do roztoku s její následnou 
zpětnou extrakcí (directly suspended droplet liquid-liquid-liquid 
microextraction) 
DSDME mikroextrakce do jedné kapky uvolněné do roztoku (directly 
suspended droplet microextraction) 
DSPE disperzní mikroextrakce na pevnou fázi (dispersive solid phase 
extraction) 
DVB divinylbenzen 
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Dynamic-LPME dynamická mikroextrakce v kapalné fázi (dynamic liquid phase 
microextraction) 
EME elektro-membránová extrakce (electro-membrane extraction) 
EOF 
ESI 
elektroosmotický tok 
ionizace elektrosprejem 
FMOC fluorenylmethyloxykarbonyl 
FPSE mikroextrakce na pevnou fázi nanesenou na tkaninu (fabric phase 
sorptive extraction procedure) 
FS-MMLLE mikroextrakce z kapaliny do kapaliny přes plochou membránu (flat 
sheet microporous membrane liquid–liquid extraction) 
GC plynová chromatografie  
GC×GC-MS dvoudimenzionální plynová chromatografie  
HF-LLME tří-fázová membránová mikroextrakce do dutého vlákna (hollow fiber 
liquid–liquid–liquid microextraction) 
HF-LPME (dvou-fázová) membránová mikroextrakce do dutého vlákna ((two-
phase) hollow fiber liquid phase microextraction) 
HF-SBME mikroextrakce do volně se míchajícího dutého vlákna (hollow fiber 
solvent bar microextraction) 
HILIC hydrofilní interakční chromatografie 
HPLC-MS/MS vysokoúčinná kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní 
detekcí 
HS-SDME mikroextrakce do jedné kapky v head-space prostoru (headspace 
single drop microextraction) 
IL iontová kapalina 
LLLME mikroextrakce do jedné kapky s její následnou zpětnou extrakcí 
(liquid-liquid-liquid microextraction) 
meff efektivní elektroforetická mobilita 
MASE extrakce za pomoci neporézní membrány (membrane assisted solvent 
extraction) 
MEPS mikroextrakce do náplňových kolonek (microextraction by packed 
sorbent) 
MPMSME 
 
mikroextrakce do pórů membrány v roztoku (microporous 
membrane/solvent microextraction) 
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MRM mnohonásobný reakční monitoring (multiple reaction monitoring) 
MS/MS tandemová hmotností spektrometrie 
NMR nukleární magnetická rezonance 
PA polyakrylát 
PDMS polydimethylsiloxan 
PEMEDA-β-
cyklodextrin 
mono(6-deoxy-6-N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-ethylen-diamonium) 
derivát cyklomaltoheptosy 
PEMPDA-β-
cyklodextrin 
mono(6-deoxy-6-N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-propylen-diamonium) 
derivát cyklomaltoheptosy 
PFGSE NMR gradient pulzního pole spin-echo NMR experiment (pulsed field-
gradient spin echo nuclear magnetic resonance spectroscopy) 
PřF UK Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy 
Pterin-6-COOH pterin-6-karboxylová kyselina 
S faktor shody dle databáze NIST 2008 
SBSE mikroextrakce na pevnou fázi na upraveném míchadle (stir bar 
sorptive extraction) 
SD-LPME mikroextrakce s následným vymražením jedné kapky rozpouštědla 
(solid-drop liquid phase microextraction) 
SFODME mikroextrakce s následným vymražením jedné kapky rozpouštědla 
(solidification of organic drop microextraction) 
SPME mikroextrakce na pevnou fázi na vlákně (solid phase microextraction) 
SSME 
 
mikroextrakce do jedné kapky s podpořením její stability (solvent 
supported microextraction) 
SUPRAS supramolekulární roztoky  
tmig migrační čas 
tret retenční čas 
TFME mikroextrakce na tenký film pevné fáze (thin-film microextraction) 
TIC celkový iontový proud 
TLC tenkovrstvá chromatografie  
UK Univerzita Karlova 
USAEME asistovaná emulsifikace využívající ultrazvuk (ultrasound-assisted 
emulsification) 
UV ultrafialové záření 
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VALLME asistovaná emulsifikace využívající vortex (vortex-assisted 
emulsification) 
VIS viditelné záření 
α separační selektivita 
μEOF elektroosmotická pohyblivost 
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1. Cíle práce 
Tato disertační práce je rozdělena na dvě části. První část je zaměřena na různé 
monosubstituované deriváty cyklodextrinů, jejichž syntézou se zabývají kolegové z Katedry 
organické chemie Přírodovědecké fakulty UK. Řešená problematika byly součástí grantu 
GAČR řešeném kooperací Katedry organické a analytické chemie PřF UK. Cílem této práce 
bylo zejména otestovat chirální separační schopnosti cyklodextrinových derivátů ze dvou 
různých skupin pomocí kapilární elektroforézy. V prvním případě se jednalo o permanentně 
kladně nabité deriváty cyklodextrinů a ve druhém o cyklodextrinové deriváty, které jsou 
schopné tvořit supramolekulární polymery, jejichž tvorbu je možné ovlivňovat teplotou. 
Vybrané deriváty cyklodexrinů byly přidávány jako aditiva do základního elektrolytu a jejich 
separační schopnosti byly při různých podmínkách testovány na vybraných modelových 
analytech.  
Druhá část se zabývá obrannými mechanismy ploštic a využitím analytických metod pro 
stanovení derivátů pterinu v biologických matricích. Cílem této části bylo vyvinout a 
aplikovat metodiku vysokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 
detekcí (HPLC-MS/MS) pro stanovení derivátů pterinu v různých biologických matricích, a 
to nejen kutikulách ploštic ale i kůžích dvou druhů želv Trachemys scripta a Pseudemys 
concinna. Dalším cílem byl vývoj nové neletální vzorkovací techniky určené pro odběr těkavé 
obranné sekrece ploštic s její následnou analýzou pomocí jednodimenzionální plynové 
chromatografie, případně pro získání větší separační účinnosti pomocí dvoudimenzionální 
plynové chromatografie. Při odběru obranné sekrece nemá docházet k usmrcení jedinců, ale 
pouze k jejich dráždění, které má co nejlépe simulovat útok případného predátora. Vyvinutá 
technika pak byla otestována na několika druzích ploštic. Testovaná skupina tří druhů ploštic 
Pyrrhocoris apterus, Pyrrhocoris tibialis a Scantius aegyptius byla vybrána na základě jejich 
příbuznosti a další samostatně testovaný druh Lygaeus equestris byl vybrán pro svou 
schopnost sekvestrovat kardenolidy z potravy a případnou možnost uvolňovat i jinou než 
těkavou obrannou sekreci z metathorakálních žláz. Výsledky uvedené v této druhé části byly 
součástí projektu GAUK č. 760216, který byl hodnocen jako mimořádně dobrý. 
Vzhledem k velmi důležité roli předúpravy vzorku, jako je extrakce či prekoncentrace, 
byla během studia věnována značná pozornost i klasifikaci všech základních 
mikroextrakčních technik a popsání jejich výhod, nevýhod a nejnovějších inovací. Výsledkem 
byly dva přehledné články s cílem usnadnit orientaci v nepřeberném množství technik a 
pokusit se shrnout nejednotnou nomenklaturu mikroextrakčních metod. 
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2. Chirální separace s využitím nově syntetizovaných derivátů 
cyklodextrinů 
První část disertační práce se zaměřuje na využití nových derivátů cyklodextrinu pro 
chirální separace vybraných analytů. Tyto deriváty byly syntetizovány kolegy z Katedry 
organické chemie Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy. Jejich schopnosti chirální 
separace byly testovány pomocí zónové kapilární elektroforézy (CE). Bylo zkoušeno několik 
derivátů ze dvou podskupin. První podskupinou byly monosubstituované, permanentně kladně 
nabité deriváty cyklodextrinů a druhou pak deriváty schopné tvořit supramolekulární 
polymery. Další vlastnosti jednotlivých derivátů cyklodextrinů byly charakterizovány pomocí 
tenkovrstvé chromatografie (TLC), nukleární magnetické rezonance (NMR) či fotonové 
kolerační spektroskopie nazývané také dynamický rozptyl světla (DLS). 
Cyklodextriny a jejich deriváty patří k nejrozšířenějším chirálních selektorům [1]. Jedná 
se o cyklické oligosacharidy, které ve vodném prostředí tvoří inkluzní komplexy s mnoha 
látkami. Každoročně se jich syntetizuje a při enantioseparacích využije značné množství. 
Mezi výhody cyklodextrinů patří až na výjimky dobrá rozpustnost ve vodě a stabilita, jsou 
komerčně dobře dostupné, neabsorbují v UV oblasti a díky možnosti derivatizace mají 
různorodé vlastnosti [2]. Vzhledem k jejich mnoha pozitivním vlastnostem a zejména 
schopnosti tvořit inkluzní komplexy, se používají nejen v mnoha odvětvích analytické chemie 
(zejména jako součást chirálních stacionárních fází či aditiv do mobilních fází) nebo při 
předúpravě vzorků [3], ale jejich využití je taktéž oblíbené v mnoha odvětvích průmyslu. 
Například ve farmacii se využívají jako excipienty k solubilizaci léčiv či k prodloužení času 
jejich uvolňování, dále nacházejí uplatnění v potravinářském a kosmetickém průmyslu [4], 
kde mohou zlepšovat vonné vlastnosti produktů (chránění molekul, kontrolované uvolňování, 
snížení těkavosti atd.). Cyklodextriny lze též úspěšně používat při vývoji rychlých chirálních 
elektroforetických separacích s použitím mikročipů [5]. 
 
2.1 Cyklodextriny a jejich deriváty  
Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy složené z D-(+)-glukopyranosových jednotek 
spojených vazbou α-(1,4). Nativní cyklodextriny, využívané pro separace, se sestávají ze 
šesti, sedmi či osmi glykopyranosových jednotek a jsou označovány vzestupně dle jejich 
počtu jako α-, β- a γ-cyklodextriny (obr. 2.1) [6]. V současné době jsou nativní cyklodextriny 
produkovány enzymatickou degradací škrobu nebo derivátů škrobu za pomoci enzymu 
cyklodextrin glykosyltransferasy. Výchozí materiály jsou tedy široce dostupné a levné. 
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Produktem tohoto enzymatického procesu je směs sloučenin, ve které jsou α-, β- a γ-
cyklodextriny nejrozšířenějšími látkami. Vzhledem k tomu, že β-cyklodextrin má z těchto tří 
látek nejnižší rozpustnost ve vodě, je nejjednodušší ho oddělit ze směsi cyklických 
oligosacharidů, a to je jedním z důvodů jeho širokého využití i nízké ceny [7, 8]. Molekula 
cyklodextrinu má tvar toroidu (dutého kužele), který má na užším okraji primární a na širším 
okraji sekundární hydroxylové skupiny. Důležitou vlastností těchto molekul je to, že kavita 
(vnitřek molekuly) má lipofilní charakter a vnější strana je hydrofilní, což má za následek 
částečnou rozpustnost cyklodextrinu ve vodě, kterou je možné dále ovlivnit dalšími parametry 
jako je velikost kavity či případná derivatizace [6, 9]. Díky této obojakosti jsou cyklodextriny 
schopné tvořit inkluzní komplexy (hostitel-host komplexy). Molekula s vhodnými 
strukturními vlastnostmi (host) je schopná interagovat s kavitou hostitele (cyklodextrinem). 
Vzniklé komplexy však nejsou trvalé, dochází ke vzniku a zániku nekovalentních vazeb mezi 
nepolárními skupinami hosta s dutinou cyklodextrinů [10]. Pro oddělení enantiomerů jsou 
nutné tři simultálně působící interakce (Dalglieshovo pravidlo [11]), a tak k enantiosepraci 
mohou přispívat i další interakce, a to mezi substituenty asymetrického centra analytu a 
hydroxylovými skupinami na okraji cyklodextrinu [6]. Ke zlepšení či zpřesnění separačních 
vlastností cyklodextrinů se proto využívá derivatizace těchto hydroxylových skupin. 
 
Obrázek 2.1 Struktura nativních cyklodextrinů [6] 
 
Deriváty cyklodextrinů lze rozdělit do několika podskupin dle typu funkční skupiny na 
neutrální, pozitivně nabité, negativně nabité, amfoterní a polymerizující [1]. Nativní 
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cyklodextriny se již podařilo zmodifikovat velkým množstvím funkčních skupin. Jejich výčet 
je možné dohledat v mnoha vydaných přehledných článcích [1, 2, 10, 12-14]. Modifikací 
cyklodextrinů se změní jejich fyzikální či chemické vlastnosti, a lze tak zvýšit jejich 
rozpustnost, zlepšit komplexační schopnosti atd. 
Nejčastěji využívanými deriváty cyklodextrinu, zejména při analýzách léčiv, která mívají 
bazický charakter, jsou negativně nabité deriváty. Ty je navíc možné použít i při analýzách 
v nevodném prostředí v případě špatné rozpustnosti analytů ve vodě [12]. Nejpoužívanějšími 
jsou pak sulfatované a vysoce sulfatované cyklodextrinové deriváty [2]. Populární jsou i 
neutrální deriváty cyklodextrinů, a to zejména při použití v tzv. duálních systémech. To 
znamená, že se využívá během separace více chirálních selektorů najednou (různé typy 
cyklodextrinů či spojení cyklodextrinů s crown-ethery aj.) [15]. Nejpoužívanější z této 
skupiny je hydroxypropyl-β-cyklodextrin, který obsahuje polární i nepolární skupinu a ještě 
jedno chirální centrum navíc. Z neutrálních derivátů nachází ještě časté uplatnění při 
separacích částečně nebo i úplně methylované cyklodextriny [1, 2]. 
Nejjednodušeji se charakterizace čistoty jednotlivých derivátů provádí pomocí TLC. 
K rozdělení analytů dle jejich polarit na stacionární fázi destičky dochází při vzlínání vhodně 
zvolené mobilní fáze. Po použití vhodné zobrazovací techniky je provedeno určení poloh 
skvrn a jejich počet a následné porovnání se standardy vede k určení čistoty derivátu [16]. Pro 
určení čistoty lze použít i CE či HPLC, zejména ve spojení s hmotnostním detektorem, 
protože samotné cyklodextriny neabsorbují UV záření, takže v případě UV detektorů je třeba 
provádět nepřímou detekci [17]. Tímto způsobem je také možné určit stupeň substituce 
cyklodextrinových derivátů. K určení poloh substituentů a ověření struktury či případné host-
hostitel interakce se používají různá uspořádání techniky nukleární magnetické rezonance 
(NMR) [18, 19]. Pro zjištění velikosti molekuly v roztoku je možné využít techniky 
dynamického rozptylu světla (DLS), která je založena na fluktuaci intenzity rozptylu světla 
laseru v suspenzích díky Brownovu pohybu částic [20]. Toto technika je užitečná zejména 
v případě, kdy je potřeba zjistit, zda spolu molekuly netvoří agregáty [21]. 
 
2.2 Kladně nabité cyklodextrinové deriváty a jejich využití v CE 
Poprvé byl kladně nabitý cykolodextrinový derivát, a to mono-(6-β-aminoethylamino-6-
deoxy)-β-cyklodextrin, použit ve spojení s elektrokinetickou chromatografií v roce 1989 [22]. 
Dnes patří tato skupina mezi hojně využívané deriváty. Jejich syntéza je poměrně snadná 
zejména pak těch ve formě monosubstituovaných derivátů. Monosubstituované deriváty mají 
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mnoho výhod a liší se od většiny komerčně dostupných cyklodextrinových derivátů, které se 
prodávají ve formě náhodně substituovaných derivátů tím, že mají v celé molekule 
cyklodextrinu substituovanou pouze jednu hydroxylovou skupinu na definované pozici 
(existují tři možnosti). V případě komerčně dostupných cyklodextrinových derivátů se totiž 
obvykle nejedná o chemické individuum, ale o směs polohových isomerů a různě 
substituovaných homologů (mono-, di-, tri- a více substituovaných derivátů), kdy má každý 
homolog trochu jiné separační schopnosti. Takovéto produkty jsou charakterizovány pomocí 
stupně substituce, který udává průměrný počet substituentů na cyklodextrinovém kruhu [2, 
10, 13]. U těchto derivátů není možné přesně popsat jejich vlastnosti a výsledky s nimi 
dosažené mají tudíž horší reprodukovatelnost. Proto je snaha syntetizovat monosubstituované 
deriváty cyklodextrinů. Jejich syntéza je náročnější oproti persubstituovaným derivátům a 
výtěžky bývají v řádu jednotek až několika málo desítek procent, ale je tak při separacích 
možné docílit větší reprodukovatelnosti a selektivity a je možné lépe pochopit děje, které k 
separaci, respektive enantioseparaci vedou, například jaký vliv má i drobná modifikace 
struktury cyklodextrinu [13, 14]. Vzhledem k nižším výtěžkům dosažených syntézou, je 
použití CE ke studiu vlastností cyklodextrinových derivátů výhodné zejména z důvodu nízké 
spotřeby základního elektrolytu s přídavkem cyklodextrinu a jednoduchosti měnění podmínek 
analýzy [13]. 
U kladně nabitých derivátů cyklodextrinu bylo zjištěno, že při separacích dochází 
k maximální selektivitě při určité koncentraci selektoru. Ke zlepšování separace dochází jen 
do určité koncentrace selektoru až do dosažení maxima, po kterém se separace již nezlepšuje 
či dokonce zhoršuje [1, 23]. Zvyšování koncentrace selektoru má i další nevýhody při použití 
v CE. Jednou z nich je možnost nevhodných interakcí se složkami základního elektrolytu a 
v neposlední řadě je jejich používání často limitováno možnou adsorpcí na záporně nabitou 
stěnu kapiláry, což může komplikovat separaci [1]. 
Co se týče typu funkčních skupin navázaných na molekulu cyklodextrinu, žádná skupina 
nedominuje tak, jako je tomu např. u záporně nabitých cyklodextrinů, kde jsou 
nejpopulárnějšími sulfatované a vysoce sulfatované cyklodextrinové deriváty [2]. Kladně 
nabité cyklodextrinové deriváty můžeme rozdělit dle povahy substituentu na silné elektrolyty, 
pokud substituenty obsahují kvartérní amoniové skupiny, anebo slabé elektrolyty, když 
obsahují primární, sekundární či terciální aminoskupiny [24]. Permanentně kladně nabité 
cyklodextrinové deriváty (obsahující např. kvartérní amoniové skupiny) navíc umožňují 
upravovat pH základního elektrolytu ne dle povahy cyklodextrinového derivátu, ale dle 
povahy analytu. Je tak možné docílit stavu, že efektivní mobility komplexovaného a volného 
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analytu jsou opačné. To vede k lepší enantioselektivní separaci i větší stabilitě vzniklého 
komplexu. Navíc při použití monosubstituovaných cyklodextrinových derivátů je náboj a 
následně elektrostatická interakce mezi analytem a cyklodextrinovým derivátem lokalizovaná 
vždy na stejném místě, takže to též přispívá k větší nesymetrii prostředí [13, 24].  
Příkladem permanentně kladně nabitých derivátů cyklodextrinu jsou mono(6-deoxy-6-
N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-ethylen-diamonium) derivát cyklomaltoheptosy (PEMEDA-β-
cyklodextrin) a mono(6-deoxy-6-N,N,N’,N’,N’-pentamethyl-propylen-diamonium) derivát 
cyklomaltoheptosy (PEMPDA-β-cyklodextrin) (obr. 2.2). Tyto dva deriváty se od sebe liší v 
délce uhlíkového řetězce mezi dvěma kvartérními amoniovými skupinami, které jsou od sebe 
vzdáleny o dva nebo tři uhlíky. Oba deriváty je možné připravit ve formě dijodidu nebo ve 
formě dichloridu, který je pro analytické účely vhodnější vzhledem k používaným separačním 
podmínkám (vysoké pH a zahřívání elektrolytu), které způsobují degradaci cyklodextrinových 
derivátů (viz komentář k publikaci). Syntézu a charakterizaci obou derivátů a i všech jejich 
homologů (α, β a γ) popsal Popr a kol. [25]. Oproti PEMEDA-β-cyklodextrinu, který byl již 
testován jako chirální selektor na rozsáhlé skupině analytů Nzeadibem a kol. [24], nebyl do 
této doby PEMPDA-β-cyklodextrin  připraven a testován. 
 
Obrázek 2.2 Strukturní vzorec PEMEDA-β-cyklodextrinu (n = 2) a  
PEMPDA-β-cyklodextrinu (n =3). 
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2.3 Využití 6-O-mono-substitutovaných derivátů β-cyklodextrinu obsahující 
substituenty se dvěma permanentními kladnými náboji v kapilární elektroforéze - 
Komentář k publikaci I 
Práce byla prováděna na přístroji PrinCE 250 autosampler (PrinCE Technologies B.V., 
Nizozemsko) s UV-VIS spektrometrickým detektorem: Spectra 100 (Thermo Separation 
Products, USA). Bylo otestováno využití PEMEDA-β-cyklodextrinu a PEMPDA-β-
cyklodextrinu jako chirálních selektorů v kapilární elektroforéze a byly porovnány jejich 
enantioselektivní vlastnosti na skupině vybraných analytů (obsahující karboxylové skupiny) a 
to při optimalizovaných separačních podmínkách.  
Nejprve byl vybírán vhodný separační pufr (BGE), jehož pH by podpořilo disociaci 
studovaných analytů a který by zajišťoval nejnižší hodnoty proudu během separace bez i 
s přídavkem chirálního selektoru. Zkoušenými pufry byl 25 mmol·l-1 TRIS-chloridový pufr o 
pH = 9,5, 25 mmol·l-1 fosfátový pufr o pH = 8,5, fosfátový pufr o stejné koncentraci a pH = 
6,5 a také 25 mmol·l-1 a 15 mmol·l-1 borátový pufr o pH = 9,5, který se jevil jako 
nejvhodnější. U borátového pufru byl pro obě koncentrace testován vliv přídavku organického 
modifikátoru methanolu a také acetonitrilu (10 % [v/v]). Vzhledem k faktu, že organický 
modifikátor pouze prodlužoval analýzu a nezlepšoval separaci, byl vybrán 15 mmol·l-1 
borátový pufr o pH = 9,5 bez přídavku organického modifikátoru a veškerá další měření byla 
prováděla v něm.  
Oba cyklodextrinové deriváty byly testovány ve dvou formách solí, a to dichloridu i 
dijodidu. Bohužel bylo zjištěno, že v případě dijodidu docházelo k téměř okamžité degradaci 
cyklodextrinových derivátů po vložení napětí na elektrody, což způsobilo rychlý pokles 
hodnoty proudu a nebylo tak možné provést analýzu. Byla tedy používána pouze forma 
dichloridu, u které byla otestována stabilita po vložení napětí na elektrody pomocí TLC. U 
obou selektorů byl pozorován jejich rozklad ve zvoleném separačním pufru po vložení napětí 
na elektrody v řádu několika hodin. Tento fakt je dán sníženou stabilitou kvartérních 
amoniových solí v roztocích o vysokém pH, což vede k jejich odštěpení Hoffmanovou 
eliminací a tvorbě olefinu a aminu [26]. Získané výsledky byly navíc podpořeny studií Popra 
a kol. [27], kteří testovali stabilitu diijodidů za zvýšené teploty a v roztoku hydroxidu 
sodného. Při porovnání všech dat je možné vyvodit, že vliv na rychlost degradace těchto 
chirálních selektorů nemá pouze zvýšená teplota a pH, ale i to, zda roztokem prochází proud a 
jaký druh soli se v roztoku v takovém případě vyskytuje. 
Velikost elektroosmotického toku (EOF) byla sledována pomocí methanolu jakožto 
markeru EOF, protože samotné deriváty v UV oblasti neabsorbují. EOF se zpomaloval se 
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zvyšující se koncentrací cyklodextrinového derivátu v základním elektrolytu (obr. 2.3). To 
mohlo být způsobeno adsorpcí chirálního selektoru na stěnu křemenné kapiláry vzhledem ke 
dvěma kladným nábojům ve struktuře selektoru, navíc závislost poklesu EOF na koncentraci 
byla pro oba selektory prakticky totožná.  
 
Obrázek 2.3 Vliv koncentrace PEMPDA-β-cyklodextrinu na velikost elektroosmotického 
toku. 
 
Enantioseprační vlastnosti obou selektorů byly otestovány na skupině analytů, které 
musely absorbovat v UV oblasti a obsahovat ionizovatelnou skupinu, nejlépe karboxylovou. 
Přehled testovaných analytů shrnuje obrázek 2.4.  
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Obrázek 2.4 Strukturní vzorce standardů testovaných v Publikaci I. 
26 
 
Několik analytů interagovalo se selektory, ale tato interakce neměla enantiodiskriminační 
charakter. Při použití obou selektorů byla pozorována částečná enantioseparace u D,L-
ketoprofenu, N-boc-D,L-tyrosinu a N-boc-D,L-fenylalaninu. Výborné enantioseparační 
vlastnosti vykazovaly oba selektory v přítomnosti N-boc-D,L-tryptofanu (obr. 2.5). 
K úplnému oddělení enantiomerů došlo již při 0,5 mmol·l-1 koncentraci chirálního selektoru 
v základním elektrolytu, a to v případě obou selektorů (obr. 2.6).  
 
Obrázek 2.5 Vliv koncentrace PEMPDA-β-cyklodextrinu na enantioselektivitu vybraných 
analytů: N-boc-D,L-tryptofan (□), N-boc-D,L-fenylalanin (▲), N-boc-D,L-tyrosin (♦) a D,L-
ketoprofen (■). 
 
PEMPDA-β-cyklodextrin vykazoval obecně lepší enantioselektivní vlastnosti než 
PEMEDA-β-cyklodextrin a při jeho použití docházelo k silnějším interakcím, zejména pak při 
analýzách nederivatizovaných aminokyselin. Největší rozdíl mezi selektory se projevil při 
analýze D,L-tyrosinu, kdy byla pozorována částečná enantioseparace pouze při přidání 
PEMPDA-β-cyklodextrinu do základního elektrolytu. 
 
0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
0 1 2 3 4 5
α
cPEMPDA/(mmol·l
-1)
27 
 
 
Obrázek 2.6 Elektroforeogramy enantioseparace N-boc-D,L-tryptofanu v poměru D a L formy 
1:2 získané při měřeních s různými koncentračními přídavky PEMPDA-β-cyklodextrinu do 
15 mmol·l-1 borátového pufru o pH = 9,5. 
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2.4 Supramolekulární polymery na bázi cyklodextrinů 
Pokud se mluví o supramolekulárních polymerech [28, 29] jedná se o nové 
vysokomolekulární struktury, které se tvoří ve vodě či vodně-organických rozpouštědlech 
díky samo-organizaci. Takovýto polymer tedy vznikne, pokud se určité monomerní molekuly 
samovolně spojí dohromady. Jejich tvorba je spontánní a vratná. Interakce jsou totiž slabšího 
charakteru. Jedná se o elektrostatické interakce, koordinační vazby, vodíkové můstky, 
hydrofobní interakce či interakce host-hostitel. Vzhledem k tomu, že se jedná o nekovalentní 
vazby, je jejich vznik či zánik dán termodynamickou rovnováhou. To znamená, že mohou být 
lehce ovlivněny vnějšími podmínkami. Díky tomu je jednoduché takové materiály vytvořit, 
recyklovat či se mohou sami obnovovat. Tyto materiály mají mnohá využití v průmyslu 
(ochrana před korozí, aditiva do barev, kosmetiky atd. [30, 31]) a příprava nových 
supramolekulárních polymerů je rychle se rozvíjejícím odvětvím. Jejich využití jakožto 
separačních médií, ale zatím příliš rozšířené není. Přitom supramolekulární polymery je 
možné uplatnit jako separační médium v kapilární elektroforéze zejména díky jejich 
rozpustnosti ve vodných roztocích [32]. 
Klasické cyklodextriny samovolně netvoří superstruktury. U nativních cyklodextrinů byla 
pozorována agregace pomocí vodíkových vazeb při vyšších koncentracích, ale těchto agregátů 
bylo maximálně 1 % z celkového množství rozpuštěných molekul [33]. Většinou dokáží 
formovat pouze host-hostitel komplexy, jak již bylo zmíněno dříve a k jejich propojování tak 
může docházet pomocí molekul hosta [34]. Bylo připraveno mnoho zajímavých struktur 
pomocí nekovalentních vazeb mezi molekulami, které jsou jednak hostem v kavitě 
cyklodextrinu a zároveň interagují s jinou či stejnou molekulou v kavitě druhého 
cyklodextrinu čímž dojde k jejich propojení. Takto je možné propojovat i různé typy 
cyklodextrinů. Pokud je molekula hosta sama dostatečně velká a má více vhodných míst pro 
interakci může i sama interagovat s kavitami více cyklodextrinů a propojit je v tzv. 
pseudopolyrotaxany [35]. Toto může samozřejmě vést i ke složitějším propojením dle typu 
molekul hosta. Díky vhodné derivatizaci je však možné, aby vznikly superstruktury pouze na 
bázi cyklodextrinů. Takováto nová fáze, nejen že tvoří superstruktury (polymer), ale může i 
nadále fungovat jako klasický cyklodextrin a interagovat s analytem či se dokonce chovat 
jako chirální selektor. Vzniklý supramolekulární polymer se poté celý pohybuje v separačním 
prostředí a může přinést mnoho výhod při separaci analytů, navíc je vysoce variabilní 
vzhledem k jeho snadnému ovlivnění vnějšími parametry jako je teplota, pH, iontová síla aj. 
Díky tomu je možné nastavit velikost supramolekulárních polymerů a ovlivnit tak míru jejich 
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interakce s analytem. K tvorbě supramolekulárních struktur je u cyklodextrinů také využíváno 
jejich schopnosti tvořit host-hostitel komplexy. Je tedy možné spojovat deriváty cyklodextrinů 
pouze za pomoci jejich vlastních substituentů. Pokud je cyklodextrin derivatizován vhodným 
nepolárním substituentem, může dojít k jeho samovolné inkluzi do kavity jiného 
cyklodextrinu v polárním prostředí. Aby bylo dosaženo takovéto situace, je nutné vhodně 
zvolit substituent. Jako nejdůležitější se ukázala být délka a flexibilita uhlíkového řetězce, 
který propojuje okraj cyklodextrinového kruhu a funkční skupinu, která udává povahu 
derivátu. Proto v případě přímého napojení (např. fenylové skupiny) nedochází k tvorbě 
intermolekulárních komplexů, na což poukazuje Herada a kol. [36]. Na druhé straně příliš 
dlouhé a flexibilní propojení může vést k inkluzi derivatizované skupiny do vlastní kavity, 
což vede k zabránění vzniku polymeru [36, 37]. Jako vhodný substituent se ukázal např. 
cynnamoyl spojený s cyklodextrinem pomocí amidu či esteru [38]. Navíc Tomimasu a kol. 
[39] díky přípravě monosubstituovaných derivátů zjistil, že při tvorbě polymerů je důležitá i 
pozice, kde je cinnamoylová skupina připojena. Podobně vhodné vlastnosti je tedy možné 
odvodit i pro případ, že je derivatizační skupinou skupina cinnamylová. 
 
2.5 Supramolekulární struktury na bázi regioisomerů cinnamyl-α-cyklodextrinů – 
nové médium pro kapilární separační techniky - Komentář k publikaci II 
Pomocí přímé alkylace α-cyklodextrinu cinnamyl bromidem v zásaditém prostředí se 
podařilo syntetizovat nový monosubstituovaný cyklodextrinový derivát. Pro získání čistých 
polohových isomerů 2-O-  a 3-O-cinnamyl-α-cyklodextrinu (2-O- a 3-O-Cin-α-CD, obr. 2.7) 
byla provedena preparativní chromatografie na reverzní fázi s metanol-voda gradientovou 
elucí.  
 
Obrázek 2.7 2-O- Cin-α-CD (vpravo) a 3-O-Cin-α-CD (vlevo) 
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K ověření zda se jedná o monosubstituované deriváty bylo využito technik 1H NMR a 13C 
NMR a také hmotnostní detekce ve spojení s ionizací elektrosprejem.  
Vzhledem k dobré rozpustnosti derivátů ve vodě bylo možné pomocí jejich roztoků 
v těžké vodě (D2O) studovat jejich schopnost tvořit supramolekulární struktury při použití 
různých uspořádání NMR. Díky nukleárnímu Overhauserovu efektu (jedná se o důsledek 
dipolární interakce mezi dvěma jadernými spiny), konkrétně pak z 2D ROESY (Rorating 
frame Overhauser effect spectroscopy) spekter, je možné určit prostorové uspořádání 
molekul. V tomto případě je možné rozhodnout, zda dochází k inkluzi a také jakým 
způsobem. Ze spekter je možné vyčíst, které protony molekuly se navzájem ovlivňují svými 
spiny a jsou si tedy blíž. Bylo potvrzeno, že dochází k inkluzi cinnamylu do cyklodextrinové 
kavity, a to konkrétně směrem od širšího okraje k užšímu vzhledem k prokázaným interakcím 
mezi protony kavity a protony derivatizované části. Interakce byly stejné pro oba polohové 
isomery. Tento experiment však nevyloučil případnou inkluzi v rámci jedné molekuly. Proto 
byla provedena série 1H NMR experimentů s různou koncentrací cyklodextrinových derivátů 
ve značeném (deuterovaném) dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) jakožto rozpouštědle a také 
v D2O. Byly testovány koncentrace cyklodextrinových derivátů v rozmezí 1,5 – 24 mmol·l-1 a 
také extrémní koncentrace 96 mmol·l-1. Při měření v DMSO-d6 bylo zjištěno, že výsledná 
spektra nijak neovlivňuje změna koncentrace derivátů a netvoří se agregáty. V případě D2O 
však byl se zvyšující se koncentrací cyklodextrinového derivátu pozorován chemický posun u 
signálů odpovídajícím aromatickým a dvojným vazbám. U jednotlivých polohových izomerů 
byly navíc pozorovány různé výsledky. To vše potvrdilo, že sice oba deriváty tvoří 
intermolekulární interakce (agregáty), ale jiným způsobem. 
Pro určení velikosti agregátů je možné použít několik technik. První možností je gradient 
pulzního pole spin-echo (PFGSE) NMR experiment (nazýváný někdy pulzní sekvence 
spinového echa). Pomocí této techniky je možné kvantifikovat difúzní koeficienty. Tyto 
koeficienty byly naměřeny pro rozsah koncentrací jednotlivých derivátů 0 - 96 mmol·l-1 
v D2O. Při zvyšování koncentrace cyklodextrinových derivátů docházelo k poklesu hodnoty 
difúzního koeficientu, protože se zvětšovala velikost vzniklých agregátů. Rychlost poklesu 
byla pro oba deriváty prakticky totožná. Ve studovaném rozsahu nedošlo k ustálení hodnot 
difúzního koeficientu, takže velikost agregátů je ve vodě dána výhradně koncentrací 
cyklodextrinového derivátu při konstantní teplotě.  
Druhou možností je využít techniku DLS. Velikost agregátů byla sledována pro 
jednotlivé deriváty o stejné koncentraci v různých rozpouštědlech a dále také ve vodě při 
rostoucí teplotě. Testovanými rozpouštědly byla voda, DMSO a směs vody a metanolu 1:1. 
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Ve vodě vznikaly v případě obou derivátů agregáty s velkým hydrodynamickým průměrem 
(až 700 nm), zatímco v DMSO se netvořili ani dimery, vzhledem k porovnání hodnot průměrů 
s hodnotami nativních α-cyklodextrinů (1,25 nm [40]). Rozdílné chování bylo pozorováno ve 
směsi vody a metanolu. 3-O-Cin-α-CD agregáty netvořil, choval se jako v DMSO, zatímco 2-
O-Cin-α-CD tvořil několik typů agregátů v rozmezí průměrů 100 – 700 nm. Při sledování 
chování derivátů ve vodě při zvyšování teploty od 25 do 75 °C bylo pozorováno opět odlišné 
chování. Agregáty 3-O-Cin-α-CD se při vyšší teplotě rychle zmenšovaly a při 50 °C již 
zanikly. Oproti tomu se agregáty 2-O-Cin-α-CD se zvyšující se teplotou jen pomalu 
zmenšovaly a nedošlo k jejich úplnému rozpadu. Navíc bylo ověřeno, že se v tomto případě 
jedná o plně vratný proces a s poklesem teploty dochází k opětovnému vzniku agregátů 
v původních velikostech.  
Tak vysoké hodnoty průměrů agregátů značí, že k jejich vzniku a udržení nepřispívají 
pouze host-hostitel interakce, protože by nebyly dost silné. Musí tedy docházet i k uplatnění 
jiných intermolekulárních interakcí. Vzhledem k značnému počtu hydroxylových skupin je 
pravděpodobné, že se jedná o vodíkové můstky, anebo v případě cinnamylové skupiny o π-π 
interakce. Tato teorie byla potvrzena výpočtem teoretické hodnoty stupně polymerizace 
(DPmax), dle které by supramolekulární řetězce neměly být větší než 5 nm, oproti námi 
získaným 700 nm, a to konkrétně při koncentraci cyklodextrinových derivátů 10 mg·ml-1 (9,2 
mM). DPmax je pro tuto koncentraci 4,28. Jako asociační konstanta, použitá pro výpočet, byla 
využita hodnota odpovídající této konstantě pro trans-cinnamyl deriváty [41, 42].  
Tvorbu agregátů je možné zastavit díky přidání vhodných kompetitivních aditiv do 
roztoku cyklodextrinových derivátů. Tyto látky pak lépe interagují s kavitou a způsobí 
inhibici vzniku agregátů. Tři různé látky byly vybrány vzhledem k jejich podobnosti 
s molekulou cyklodextrinových derivátů, a to nemodifikovaný α-cyklodextrin, adamantan-1-
karboxylát draselný (AdCOOK) a cinnamát draselný (CioOK). Roztoky jednotlivých 
polohových izomerů cyklodextrinových derivátů o koncentraci 10 mg·ml-1  byly nejprve 
zahřáty na 75 °C, poté byl přidán jeden z potenciálních inhibitorů v nadbytku a po ochlazení 
byla pomocí DLS změřena velikost případných agregátů. Pro oba izomery byly pozorovány 
stejné výsledky. Nativní cyklodextrin vůbec neovlivnil velikost agregátů, jejich velikost byla 
stále 700 nm, AdCOOK způsobil jejich zmenšení na 400 nm a v případě CioOK došlo 
k úplnému rozpadu (zastavení tvorby agregátů), výsledná velikost byla pouze 1,6 nm. Menší 
molekula CioOK tak využila silnější host-hostitel interakce a způsobila zabránění vzniku 
agregátů. Tato interakce je navíc tak silná, že v průběhu času při laboratorní teplotě nedochází 
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k jejímu zániku, je to tedy ireverzibilní proces. Tato vazba byla dále ověřena pomocí ROESY 
a 1H NMR spekter získaných z roztoků v D2O. Bylo potvrzeno, že cinnamylová skupina, 
nacházející se na cyklodextrinovém kruhu, byla plně nahrazena aditivem CioOK 
v cyklodextrinové kavitě. 
Potenciální enantioseparační vlastnosti derivátů byly testovány pomocí kapilární 
elektroforézy, konkrétně G7100A – 7100 Capillary Electrophoresis Instrument s UV-VIS 
spektrofotometrickým detektorem (Agilent Technologies, USA), kdy byly jednotlivé deriváty 
cyklodextrinů přidávány do základního elektrolytu o dvou  různých koncentracích, a to 5 a 25 
mmol·l-1. Bylo otestováno osmnáct standardů (jejich přehled viz obrázek 2.8). Pro devět 
kationtů byl použit jako BGE 0,11 mol·l-1 roztok kyseliny mravenčí o pH 2,3 a pro devět 
aniontů 10 mmol·l-1 TRIS o pH 8,0. Měření pak probíhalo při dvou různých teplotách, a to 25 
a 50 °C.  
 
Obrázek 2.8 Strukturní vzorce standardů testovaných v Publikaci II. 
 
Během všech provedených měření nedošlo k oddělení enantiomerů ani u jednoho 
z testovaných standardů. Při separacích aniontů nebyly zaznamenány výrazné odchylky 
v elektroforetických mobilitách mezi jednotlivými chirálními selektory. Nedocházelo ani k 
výraznému ovlivnění efektivních elektroforetických mobilit při nižší koncentraci 
cyklodextrinových derivátů v základním elektrolytu (drobný význam pro interakce 
představovala přítomnost fenylové skupiny v analytu). Jejich pokles u aniontů byl pozorován 
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až při koncentraci 25 mmol·l-1 a 25 °C, kdy se dalo předpokládat, že je v základním 
elektrolytu nejvíce agregátů. Zajímavější výsledky byly získány při měření kationtů. Bylo 
pozorováno, že nitroskupina zesiluje interakci s cyklodextrinovým derivátem a tím výrazně 
zpomaluje elektroforetickou mobilitu analytu. Dobře byl tento jev porovnatelný na dvojici 
anilin a 4-nitroanalin. Pro oba studované selektory došlo v případě 4-nitroanilinu k mnohem 
silnější interakci (nejsilnější ze všech analytů v přítomnosti 2-O-Cin-α-CD, a to dokonce při 
nižší koncentraci) a tedy i ke snížení jeho elektroforetické pohyblivosti (obr. 2.9).  
Rozdíly mezi selektory byly pozorovány při separaci N-(1-naftyl)ethylendiaminu 
(NEDA). Jeho elektroforetická mobilita byla menší v přítomnosti 2-O-Cin-α-CD o 
koncentraci 5 mmol·l-1 a pro 3-O-Cin-α-CD při koncentraci 25 mmol·l-1 v BGE. Zdá se, že 
při separacích musí docházet nejen k host-hostitel ale i k nespecifickým interakcím.  
Ze všech získaných výsledků vyplývá, že obecně silnější interakce vykazuje 2-O-Cin-α-
CD, jehož agregáty jsou při daných podmínkách větší. Při měřeních za zvýšené teploty se 
pouze potvrdil předpoklad, že elektroforetické mobility analytů byly při této teplotě vyšší, 
protože došlo ke zmenšení agregátů a tedy k menší viskozitě separačního prostředí. 
 
 
Obrázek 2.9 Vliv přídavku 5 mM 2-O-Cin-α-CD do BGE (červený sloupec) na efektivní 
elektroforetickou mobilitu 4-nitroanilinu a anilinu ve srovnání s mobilitou v BGE bez 
přídavku aditiva (bílý sloupec) při teplotě 25 °C.  
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3. Obranné mechanismy ploštic 
Je přirozené, že každý živočich má svého predátora, což ho vede k vytvoření vhodné 
antipredační strategie. Pokud jedinec využívá výstražných signálů, které mají za cíl 
informovat případného predátora o jeho nebezpečnosti či nepoživatelnosti jedná se o tzv. 
aposematismus [43].  
Druhá část disertační práce je zaměřená právě na různé mechanismy obrany před 
predátory, zejména u ploštic. Mezi nejdůležitější mechanismy pak patří výstražné zbarvení 
kutikul ploštic a uvolňování těkavé obranné sekrece z metathorakálních žláz, případně u 
některých druhů uvolňování tekutiny ze specializovaných částí integumentu, která může být 
bohatá na toxické chemikálie. Studium těchto mechanismů má velký význam zejména 
z biologického hlediska. Pomocí určení druhů a množství pigmentů jako jsou deriváty pterinu 
v kutikulách ploštic nebo pomocí analýzy složení obranných sekretů ploštic můžeme lépe 
rozhodnout o jejich příbuznosti, podobnosti mimiker či způsobu života a obrany před 
predátory. Vyvinuté analytické metody je také možné použít k podobným účelům i u jiných 
živočišných druhů jako jsou třeba obojživelníci či plazy. 
 
3.1 Optická signalizace 
Nejsnadněji vnímají predátoři vizuální signály jako je velikost a barva jedince, případný 
vzor na těle, jeho symetrie atd. V případě ploštic je tato signalizace skoro vždy spojována 
s dalšími signály, a to zejména chemickými (viz kapitola 3.4). V takovém případě jde o 
multimodální signalizaci [44, 45]. Případný predátor by si tak měl lépe zapamatovat a spojit 
danou signalizaci s varováním před zaútočením [46]. 
Zejména různé podobnosti v optické signalizaci, tedy ve vizuální podobnosti dvou 
jedinců, jsou využívány rozdílnými hmyzími druhy. Tato vzájemná podobnost fenotypů 
různých druhů se nazývá miméze. Pokud jsou dva druhy nebezpečné pro predátory a snaží se 
vypadat stejně, jedná se o Batesovské mimikry, ale pokud se jiný druh, který ve skutečnosti 
není pro predátory nebezpečný, snaží vypadat jako druh, který je nebezpečný či alespoň 
nepoživatelný, jedná se o tzv. Müllerovské mimikry [47]. 
Barevné výstražné zbarvení kutikul ploštic, často černo-červené vzory či pruhy, ale i 
spojení černé s jinými barvami jako je žlutá či bílá, bývá výsledkem přítomnosti různých 
derivátů pterinu [48]. Výsledná barva je pak dána i poměrem jednotlivých derivátů a může se 
v průběhu vývoje jedince či ročních období měnit [49, 50]. 
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3.2 Pteriny a jejich deriváty 
Pterin a jeho deriváty tvoří skupinu přírodních látek, které jsou ve vodě nerozpustné a jsou 
citlivé na světlo (rozkládají se). Poprvé byly tyto deriváty izolovány z motýlích křídel, kde 
plní funkci pigmentů a z latinského slova pro křídlo (pteron) se pak odvodil název této 
skupiny látek. Základ všech sloučenin tvoří pteridin, který se skládá z pyrazino-[2,3-d]-
pyrimidinového bicyklického systému. Deriváty pteridinu se dle velikosti substituentů mohou 
dělit na nekonjugované deriváty, které mají relativně malé substituenty (např. neopterin či 
biopterin), a konjugované s velkými substituenty (např. listová kyselina či riboflavin) [51, 
52]. Nejjednodušším derivátem pteridinu je pak samotný pterin. Molekula pteridinu je 
v tomto případě substituována v poloze 2 aminoskupinou a v poloze 4 ketoskupinou (obr. 
3.1). Pokud se jeden derivát liší od druhého pouze v různém umístění postranního řetězce, 
konkrétně jde o přemístění řetězce z pozice 6 na pozici 7, jedná se o takzvané isopteriny 
(příkladem je dvojice xanthopterin a isoxanthopterin). [51, 53]. 
 
Obrázek 3.1 Strukturní vzorec pteridinu (vlevo) a pterinu (vpravo). 
 
Pterin a jeho deriváty můžeme najít prakticky ve všech biologických systémech, kde 
participují v řadě biologicky důležitých procesů. Mohou zastávat mnoho funkcí jako enzymy 
[54], koenzymy [55], inhibitory [56], aj. Některé deriváty, respektive jejich poměr, se mohou 
využívat jako markery různých onemocnění [57]. Významná je i jejich funkce jakožto 
pigmentů, jak již bylo zmíněno [58-60]. Jednotlivé deriváty mají různé barvy, příkladem 
může být bílý leukopterin, žlutý xanthopterin či pouze nažloutlý isoxanthopterin [61], červený 
erythropterin nebo 6-biopterin mající fluorescenčně modrou barvu v zásaditých roztocích 
[48]. V poměrně vysokých koncentracích se pak jako pigmenty nacházejí v kutikulách 
hmyzu, u mořského planktonu a krabů, v lidských tělních tekutinách (jako je moč) a také 
v kůži plazů a obojživelníků [62, 63]. Velmi známý je pak výskyt derivátů pterinu u 
octomilky obecné (Drosophila melanogaster), jejíž zbarvení očí je způsobeno těmito deriváty. 
Dimerní pterin mající červenou barvu, který byl nalezen v těchto muškách, byl pojmenován 
jako drosopterin, ale výslednou barvu očí mušky ovlivňují i další deriváty včetně žlutého 
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sepiapterinu [64]. V lidském organismu je pak často sledována koncentrace D-neopterinu 
v séru, mozkomíšním moku či moči, protože jeho zvýšená koncentrace vypovídá o aktivaci 
imunitního systému (je produkován vznikajícími makrofágy) v důsledku virového 
onemocnění jakým může být např. infekce virem HIV [65, 66].  
Vzhledem k určitým vlastnostem derivátů pterinu, jako je jejich nízká rozpustnost ve vodě 
a organických rozpouštědlech, jejich citlivost na světlo, někdy i možnost jejich oxidace a také 
vzájemná chemická a strukturní podobnost, je často poměrně obtížné je analyzovat. Navíc 
koncentrace jednotlivých derivátů bývá v biologické matrici velmi nízká. Nejčastěji se 
stanovují deriváty pterinu v moči, séru, plazmě či mozkomíšním moku [51]. Jejich extrakce 
z biologických matricí většinou zahrnuje několikakrokové extrakční postupy. To může vést ke 
špatné opakovatelnosti s možností koextrakce i dalších látek, které mohou koeluovat 
s deriváty pterinu [48, 67, 68]. K separacím se využívají HPLC techniky v různých 
uspořádáních (reverzní, chirální, iontově-párová atd.), nebo je možné využít kapilární 
elektroforézu [69]. Nejčastěji se dle literatury využívá techniky HPLC v reverzním módu (s 
využitím nepolární oktadecylové stacionární fáze). Vzhledem k potřebě vysokého podílu vody 
v mobilní fázi vedou separační podmínky v reverzním módu ke snížení životnosti kolon a 
často i k nedostatečné účinnosti separace [67, 70, 71]. S ohledem na uvedené problémy se 
jako vhodnější jeví hydrofilní interakční chromatografie (HILIC), kde je stacionární fáze 
polární a mobilní fáze je vodně-organická směs s vysokým obsahem organického 
modifikátoru, což je výhodné i v případě, že je prováděna hmotnostní detekce [72-74]. 
Metoda kapalinové chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií 
(HPLC-MS/MS) v HILIC módu za využití ZIC-HILIC kolony byla vyvinuta pro analýzu šesti 
derivátů pterinu (biopterin, neopterin, leukopterin, xanthopterin, isoxanthopterin, 
erythropterin) a jejich identifikaci a kvantifikaci v integumentu různých barevných forem 
ploštic Graphosoma lineatum a Graphosoma semipunctatum. Bylo zjištěno, že jednotlivé 
formy mají rozdílné obsahy studovaných pterinů, což ovlivňuje zabarvení ploštic [75]. 
 
3.3 Zbarvení těla a mechanismus vzniku zbarvení u Archelosaurů: V případě želv z 
podčeledi Deirochelyinae - Komentář k publikaci III 
Finální zbarvení těla živočichů je dáno souhrou mnoha mechanismů a u mnoha druhů 
nejsou tyto mechanismy prozatím známé. Nejvíce výslednou barvu ovlivňuje to, jakým 
způsoben jsou organizovány pigmentové buňky ve vrstvách kůže, jak jsou tyto vrstvy silné, 
kolik buněk obsahují a samozřejmě o jaký typ pigmentových buněk se jedná, tedy jaký druh 
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barviv obsahují [76, 77]. Studium mechanismů vedoucích k různému zbarvení dvou druhů 
sladkovodních želv, konkrétně Trachemys scripta (v tomto případě byly studovány dva 
poddruhy Trachemys scripta elegans a Trachemys scripta scripta) a Pseudemys concinna 
bylo prováděno jak za pomoci spektrálních či chromatografických metod, tak za pomoci 
mikroskopie a výsledky byly popsány z hlediska biologického i chemického. Studované 
druhy želv jsou žluto-černě zbarvené, pouze Trachemys scripta elegans má na hlavě navíc 
červené skvrny. Tyto dva druhy se od sebe liší zejména kontrastním chováním při námluvách. 
Je známo, že chromatofory, což jsou buňky obsahující světlo odrážející či absorbující 
pigmenty, které se dle zbarvení dále dělí na xantofory, erytrofory, iridofory aj. a které jsou 
součástí dermální vrstvy kůže plazů, obsahují deriváty pterinu v organelách zvaných 
pterinosomy nebo karotenoidy rozpustné v tucích v karotenoidových váčcích [78]. U obou 
druhů studovaných želv byly tyto buňky nalezeny v různých částech těla. Z toho důvodu byly 
vzorky kůže želv analyzovány nejen na přítomnost karotenoidů, ale i na přítomnost derivátů 
pterinu a také riboflavinu. 
Analýza derivátů pterinu byla provedena pomocí HPLC metody v HILIC módu ve spojení 
s tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS). Podmínky metody vycházely z publikací 
Kozlíka a kol. [75] a Andrade a kol. [79]. V případě vzorků kůže želv byla analyzována sada 
deseti derivátů pterinu a navíc byl analyzován i žluto-oranžový riboflavin, který je zařazován 
mezi tzv. flaviny, ale jeho základní struktura vychází taktéž ze struktury pteridinu, jako je 
tomu u derivátů pterinu. Všechny sledované analyty shrnuje obrázek 3.2. 
Extrakce derivátů pterinu a riboflavinu ze vzorků kůží želv očištěných od svaloviny 
probíhala 11 dní v dimethysulfoxidu ve vialkách za laboratorní teploty a v temnu dle metody 
optimalizované pro extrakci derivátů pterinu z kutikul ploštic Krajíčkem a kol. [69]. Separace 
probíhala na přístroji HPLC systém Agilent series 1290 ve spojení s Triple Quad 6460 
tandemovým hmotnostním spektrometrem (Agilent Technologies, Germany). Pro ionizaci 
analytů byla použita ionizace elektrosprejem (ESI) v pozitivním ionizačním módu a 
tandemový hmotnostní detektor pracoval v režimu mnohonásobného reakčního monitoringu 
(MRM) s parametry, uvedenými v tabulce 3.1.  
Separační systém se skládal ze zwitterionické ZIC®-HILIC kolony s vázaným 
sulfobetainem v kombinaci s mobilní fází acetonitril/5 mM octan amonný o pH 6,8. V této 
mobilní fázi s poměrem acetonitril/pufr 85/15 (v/v) a průtokovou rychlostí 0,5 ml·min-1  se v 
rámci jedné analýzy podařilo separovat devět derivátů pterinu spolu s riboflavinem (obr. 3.3). 
Výjimku tvořil drosopterin, jehož struktura obsahuje dvě aminoskupiny a který byl při tomto 
složení mobilní fáze na koloně velmi silně zadržován. Z tohoto důvodu byl analyzován 
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odděleně v mobilní fázi 55/45 (v/v) acetonitril/10 mM octan amonný o pH 6,8 s průtokovou 
rychlostí 0,8 ml∙min-1 (obr. 3.4).  
 
 
Obrázek 3.2 Strukturní vzorce sledovaných derivátů pterinu a riboflavinu. 
 
Tabulka 3.1 Parametry MRM módu pro jednotlivé analyty, pterin-6-karboxylová kyselina 
(pterin-6-COOH) 
derivát pterinu molekulová 
váha 
prekursorový 
ion 
produktový 
ion 
fragmentor 
(V) 
kolizní 
energie (V) 
L-sepiapterin 237,2 238,2 192,1 120 15 
pterin 163,1 164,1 119,1 100 20 
pterin-6-COOH 209,2 208,1 162,1 100 15 
6-biopterin 237,1 238,1 178,1 115 17 
isoxanthopterin 179,1 180,1 135,1 125 20 
xanthopterin 179,1 180,1 135,1 125 20 
leukopterin 195,1 196,1 140,1 120 16 
erythropterin 265,1 266,1 220,1 110 8 
D-neopterin 253,2 254,2 206,2 115 14 
drosopterin 368,4 369,4 230,2 125 30 
riboflavin 376,4 377,4 243,3 135 30 
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Obrázek 3.3 TIC chromatogram získaný měřením mixu standardů derivátů pterinu (bez 
drosopterinu) a riboflavinu rozpuštěných v dimethylsulfoxidu pomocí HPLC-MS/MS 
v HILIC módu (mobilní fáze 85/15 (v/v) acetonitril/5 mM octan amonný, pH = 6,80, 
průtoková rychlost 0,5 ml·min−1). Číslování píků: (1) - riboflavin, (2) - L-sepiapterin, (3) - 
pterin, (4) - isoxanthopterin, (5) – 6-biopterin, (6) - xantopterin, (7) - leukopterin, (8) - 
erytropterin, (9) - D-neopterin, (10) - pterin-6-karboxylová kyselina. 
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Obrázek 3.4 MRM chromatogram drosopterinu, analyzovaného v mobilní fázi 55/45 (v/v) 
acetonitril/10 mM octan amonný, pH = 6,80, průtoková rychlost 0,8 ml·min−1. 
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Za výše zmíněných optimalizovaných podmínek byly provedeny analýzy reálných vzorků, 
jejichž ukázka je uvedena na obrázku 3.5. Kromě L-sepiapterinu, drosopterinu a 
erythropterinu, které se v kůžích želv nevyskytovaly, byla ve vzorcích nalezena vždy nějaká 
skupina ze sedmi zbylých derivátů pterinu a ve žluto-červených částech kůže byl nalezen i 
riboflavin. Bylo zjištěno, že rozdíly v distribuci pigmentových buněk jsou jak mezi 
studovanými druhy, tak i v rámci jednoho druhu v různých částech těla. Nejvíce pigmentů 
obsahoval vzorek kůže z oblasti s červenou skvrnou u poddruhu Trachemys scripta elegans. 
Z barevných derivátů pterinu byly identifikovány dva a to nažloutlý isoxanthopterin a žlutý 
xanthopterin, které se nacházely ve žluto-červených oblastech kůže želv druhu Trachemys 
skripta. U Pseudemys concinna tyto barevné deriváty nalezené nebyly a ve všech testovaných 
částech kůže byly nalezeny stejné deriváty pterinu. Zbylé deriváty pterinu stanovené ve 
vzorcích kůží jsou bezbarvé, ale to neznamená, že by se nepodíleli na finálním zbarvení kůže 
želv. Mnoho z těchto bezbarvých derivátů pterinu totiž absorbuje světlo v UV oblasti [63], 
které jsou želvy schopné vidět [80, 81]. Navíc výsledný obsah jednotlivých typů derivátů 
pterinu závisí i na dostupnosti jejich prekurzorů, kterými jsou také deriváty pterinu. Například 
žlutý L-sepiapterin je prekurzorem bezbarvého biopterinu a bezbarvý pterin je předchůdce 
nažloutlého isoxanthopterinu a jeho isomerní formy - žlutého xanthopterinu [82]. Z těchto 
důvodů se tedy mohou i bezbarvé deriváty pterinu podílet na výsledné barvě kůže želv. 
Finální žluté a červené zbarvení želv je tedy výsledkem vzájemné souhry mezi karotenoidy, 
deriváty pterinu a také riboflavinu. 
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Obrázek 3.5 MRM chromatogramy pterinů, nalezených v extraktech kůže (A) z oblasti 
s červenou skvrnou u poddruhu Trachemys scripta elegans (B) ze žluté oblasti Trachemys 
skripta a (C) žluté oblasti Pseudemys concinna; mobilní fáze 85/15 (v/v) acetonitril/5 mM 
octan amonný, pH = 6,80, průtoková rychlost 0,5 ml·min−1, pterin-6-karboxylová kyselina 
(Pterin-6-COOH). 
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3.4 Chemická signalizace u ploštic 
Jak již bylo uvedeno, ploštice využívají multimodální signalizace při obraně před útoky 
predátora. Ploštice mají velice dobře vyvinuté metathorakální pachové žlázy, ze kterých 
mohou uvolňovat obrannou sekreci, která je pro člověka většinou silně zapáchající [83]. Tato 
unikátní směs těkavých látek může predátory odradit od útoku tím, že je pro ně zapáchající, 
dráždivá či dokonce toxická. Někdy však může být toxická i pro samotnou ploštici a jindy 
může mít i komunikační funkci [84, 85]. V obranné sekreci různých druhů ploštic se 
nejčastěji vyskytují zejména pro obranu důležité aldehydy s krátkým řetězcem či oxo-
aldehydy a dále většinou obsahuje ketony, alkoholy, organické kyseliny, estery aj. [86-88]. U 
určitých druhů či v určitém období se může sekrece jevit jako libě vonící. Může obsahovat 
vonné sloučeniny z potravy (např. limonen) či různé látky mající feromonální nebo jinou 
komunikační funkci. Těmi bývají jednoduché alkoholy, estery, rozvětvené cyklohexanony aj. 
Bylo zjištěno, že složení a koncentrace těkavých infochemikálií v sekreci je závislá na druhu a 
pohlaví ploštice [89] a také že se liší mezi dospělci a larvami (nymfami) [90]. Metathorakální 
žlázy se totiž vyvíjejí během dospívání. U každého jednotlivce tedy může relativní obsah 
jednotlivých sloučenin v konečném složení sekrece záviset na ročním období, fyziologickém 
nebo vývojovém stavu a samozřejmě na stravě [91]. 
Těkavé sloučeniny v obranných sekretech si většinou ploštice syntetizují sami, jedná se o 
tzv. autogenní látky [86]. Jak již bylo zmíněno, některé sloučeniny mohou pocházet z potravy 
a být využívané v nezměněné podobě (tzv. sekvestrované látky) [92]. V průběhu evoluce si 
některé druhy ploštic vytvořili speciální adaptace na rostliny, které jsou pro jiné 
nepřizpůsobené živočichy nepoživatelné či dokonce jedovaté. Zejména se jedná o býložravé 
druhy, které vysávají šťávy ze semen rostlin [93]. Díky této adaptaci tak mohou využívat další 
chemické signalizace. Tyto druhy jsou totiž schopny uchovávat ve specializovaných 
subkutikulárních prostorech na hrudníku a břiše (většinou se jedná o modifikovanou část 
integumentu) sekvestrované toxické chemikálie a vylučovat je v případě ohrožení, zejména po 
stačení určitých částí těla ploštice [94]. Tato adaptace je primárně známá u ploštic z čeledi 
Lygaeidae (čeleď zahrnuje asi 640 druhů) [95]. Jedním z prvních studovaných druhů, u 
kterého byla předpokládána schopnost sekvestrace toxických látek, byl poměrně velký druh 
ploštice Oncopeltus fasciatus, který si vytvořil adaptaci na srdeční glykosidy obsažené v 
semenech klejichy (Apocynaceae) [96]. Další studie z roku 1972 prokázala přítomnost 
kardenolidů ve vzorcích vysušených těl ploštic, které byly původně muzejními exponáty [97]. 
Adaptace a sekvestrace kardenolidů zejména z rostlin z čeledi Apocynaceae se u Lygaeinae 
jeví jako velmi rozšířená a byla prokázána u mnoha druhů na základě jejich genetické analýzy 
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například také u euroasijského druhu Lygaeus equestris [98]. Ačkoli L. equestris má 
specifickou adaptaci s tolitou lékařskou (Vincetoxicum hirundinaria z čeledi Apocynaceae), 
zahrnuje ve své stravě mnoho jiných druhů rostlin [99]. Adonis vernalis (hlaváček jarní) je 
kardenolidy produkující rostlina z čeledi pryskyřníkovitých (Ranunculaceae) a je důležitou 
hostitelskou rostlinou pro L. equestris, zejména proto, že je z jeho semen možné sekvestrovat 
zmíněné srdeční glykosidy. 
Kardenolidy (podskupina srdečních glykosidů) jsou přírodní látky, které působí jako 
neurotoxiny pro řadu živočichů jako jsou obratlovci i hmyz a mají hořkou chuť. Srdeční 
glykosidy jsou vysoce selektivní inhibitory na buněčnou membránu vázaného enzymu Na/K-
ATPasy, také nazývané sodno-draselná pumpa, jejíž funkčnost je pro život nezbytná [100]. L. 
equestris a další hmyz se přizpůsobili na přítomnost kardenolidů v jejich těle tím, že jejich 
Na/K-ATPasa vykazuje silně sníženou vazebnou afinitu vůči kardenolidům [98, 101].  
 
3.5 Jedno- a dvoudimenzionální plynová chromatografie – charakterizace a využití 
pro analýzu obranných sekretů ploštic 
Plynová chromatografie (GC) se zejména v kombinaci s hmotnostní spektrometrií jeví 
jako vhodná volba pro analýzu obranné sekrece ploštic vzhledem k předpokládanému složení, 
v němž se vyskytují převážně vysoce těkavé sloučeniny, jako jsou jednoduché alkoholy, 
aldehydy či estery. Vhodnost metodiky dokazuje i řada článků (např. [102-105]). Pro jejich 
separaci v GC jsou vybírány nepolární (např. DB-5, HB-5, DB-1) nebo střední polární kolony 
(např. Rtx-200).  
Vzhledem k faktu, že obranná sekrece ploštic je vysoce komplexní směs různých 
sloučenin, je vyžadována metodika GC s vysokou separační účinností. Běžná 
jednodimenzionální GC (1D GC) může mít problém se separací a identifikací všech makro- a 
mikrosloučenin během jedné analýzy [106]. Použití komplexní, dvoudimenzionální plynové 
chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (GC×GC-MS) se tak jeví jako účinnější volba 
[107, 108]. Tato technika umožňuje separaci vzorku současně na dvou kolonách 
ortogonálních polarit tak, aby mohlo dojít k separaci jinak koeluujících píků [109]. Obvykle 
se používá nepolární kolona pro první dimenzi a krátká polární kolona (zejména 
polyethylenglykolová fáze) pro druhou dimenzi. Kolony jsou propojeny přes modulátor, který 
je zodpovědný za vzorkování malých frakcí, eluovaných z první kolony, a za následné 
nadávkování této frakce na kolonu druhou [110]. Jako nejúčinnější jsou uváděny systémy 
GC×GC vybavené technikou kryogenní modulace (tepelně modulační technika). Ty obsahují 
modulátor využívající opakovaného zmrazení jednotlivých frakcí vzorků eluujících z první 
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kolony proudem kryogenního plynu a následného odpaření proudem horkého plynu jakožto 
vzorkovací techniky pro druhou separační kolonu [111]. Tato technika je relativně náročná na 
spotřebu kryogenního plynu (kapalného dusíku) a vyžaduje specializované vybavení. Zařízení 
je však vysoce účinné a robustní, navíc v kombinaci s hmotnostním spektrometrem umožňuje 
citlivou detekci separovaných sloučenin. 
 
3.6 Vzorkování obranné sekrece ploštic 
V průběhu let bylo navrženo mnoho technik pro odběr těkavých obranných sekretů 
hmyzu. Bohužel většina z nich je založena na usmrcení jedinců. Častým postupem je 
usmrcení jedince ponořením do dichloromethanu, ve kterém dojde i k následné extrakci 
sekrece [112]. Další možností je po předchozím usmrcení jedince (např. mrazem) 
vypreparování metathorakálních žláz a jejich následná extrakce do dichloromethanu, hexanu a 
jiných rozpouštědel. Při těchto metodách však dochází k velkému naředění vzorku a mohou se 
vyextrahovat i látky, které nepocházející ze sekretu, ale např. z neočištěné tkáně či povrchu 
těla hmyzu. Výsledný profil detekovaných látek pak také nemusí odpovídat realitě, tedy 
složení sekretu, který by jedinec ve skutečnosti uvolnil do okolí [90, 102, 113-115]. Navíc je 
případná preparace velice náročná, většinou je možná jen u větších druhů ploštic a je potřeba 
získat velké množství žláz (někdy v řádu tisíců) pro dostatečnou citlivost následné detekce 
látek [112]. 
Existují i neletální způsoby odběru obranné sekrece, ale většina z nich postrádá důležitý 
krok, a to nějaké dráždění jedince, které by simulovalo útok predátora a zaručilo tak uvolnění 
sekrece z metathorakálních žláz. Příkladem takového odběru může být pokus, kdy je jedinec 
umístěn volně v nádobě, skrz kterou proudí vzduch, který má zachytávat případné analyty a ty 
následně sorbovat na SPME vlákno [116, 117] či jiné typy sorbentů jako je aktivní uhlí, 
Porapaq Q aj. [118-120]. Šanda a kol. [107] sice dráždil jedince mačkáním pomocí pinzety, 
ale do nádoby s vláknem SPME přesunul ploštici až po uvolnění sekrece, kterou zaznamenal 
čichem. Mohlo tedy dojít ke ztrátě těch nejvíce těkavých složek sekrece před provedením 
extrakce.  
Jako velice vhodné se jeví vzorkování obranné sekrece pomocí vlákna SPME, protože to 
je možné následně přímo vložit do nástřikového prostoru GC systému, kde dojde k desorpci 
všech zachycených látek. Nedochází tak k ředění vzorku a tedy i k nechtěným ztrátám. 
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3.7 Srovnávací analýza těkavé obranné sekrece tří druhů ploštic z čeledi 
Pyrrhocoridae (Insecta: Heteroptera) pomocí plynové chromatografie ve spojení 
s hmotnostní detekcí - Komentář k publikaci IV  
V rámci práce byla vyvinuta zcela nová neletální vzorkovací technika pro odběr těkavého 
obranného sekretu pomocí vlákna SPME, která by co nejlépe simulovala útok případného 
predátora (např. ptáka či ještěrky) a zároveň nedocházelo ke ztrátám některých složek sekretu, 
zejména těch vysoce těkavých. Optimalizace metody byla prováděna na jednoduše 
dostupných plošticích druhu Pyrrhocoris apterus, které ze zkoumaných druhů nejméně 
ochotně uvolňovali obrannou sekreci. Následná analýza těkavých obranných sekretů ploštic 
byla prováděna pomocí plynového chromatografu GCMS-QP2010 Plus instrument 
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) vybaveného hmotnostním spektrometrem s kvadrupólem. Jako 
separační kolona byla vybrána středně polární Rtx-200 s trifluoropropylmethyl 
polysiloxanovou stacionární fází. Tato stacionární fáze byla vybrána s ohledem na její 
schopnost separovat látky v relativně širokém rozsahu polarit. 
Způsob odběru obranné sekrece byl vybrán dle multiparametrické optimalizace s využitím 
programu Minitab 16. Protože bylo při výběru vhodné metody sledováno mnoho parametrů, 
tato statistická metoda umožnila vybrat vhodné parametry bez nutnosti proměřit všechny 
možné kombinace po jednom. Hlavními parametry byly různé způsoby dráždění a to pomocí 
ultrazvuku, třepačky či pístem injekční stříkačky a dále se vybíral vhodný sorbent potřebný 
pro zakoncentrování uvolněné sekrece. Na výběr byly tři komerčně dostupné sorbenty o různé 
polaritě nanesené na SPME vlákně: polyakrylát (PA), polydimethylsiloxan (PDMS) a 
kompozitní vlákno s širokým rozmezím polarit skládající se z 
karboxenu/polydimethylsiloxanu/divinylbenzenu (CAR/PDMS/DVB). Dalšími sledovanými 
parametry pak byla např. teplota při dráždění ploštice a následné sorpci těkavých látek, doba, 
po kterou probíhala sorpce na vlákno aj. Nejvhodnější technika pak byla vybrána na základě 
dvou hlavních parametrů, a to dle sumy všech ploch a celkového počtu píků v záznamu. 
S tím, že jako optimální metoda byla vybrána ta, co měla oba parametry co možná nejvyšší. 
V tomto případě to byla metoda založená na několikanásobné kompresi tří jedinců 
umístěných uvnitř stříkačky jejím pístem. Stříkačka byla navíc uzavřená, aby nedocházelo ke 
ztrátám analytů. Pro sorpci a zakoncentrování bylo vybráno kompozitní vlákno 
CAR/PDMS/DVB. Po uvolnění sekrece bylo toto vlákno umístěno skrz špičku stříkačky 
dovnitř a na základě optimalizace probíhala sorpce uvolněných analytů 90 min při 40 °C.  
 Optimalizovaná metoda SPME-GC-MS pak byla využita pro odběr a následnou separaci 
obranných sekretů samců a samic dvou evropských druhů ploštic, již uvedeného Pyrrhocoris 
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apterus a dále  Scantius aegyptius, a jednoho čínského druhu, jímž byl Pyrrhocoris tibialis 
(obr. 3.6). Tyto druhy byly vybrány na základě jejich úzké příbuznosti. Výsledky analýzy 
obranných sekretů samců a samic uvedených tří druhů ploštic shrnuje tabulka 3.2. 
 
Obrázek 3.6 SPME-GC-MS analýza obranné sekrece tří druhů ploštic. Porovnání samců a 
samic druhů Pyrrhocoris apterus , Pyrrhocoris tibialis a Scantius aegyptius. Číslování píků 
odpovídá tabulce 3.2. 
 
 
Tabulka 3.2 Shrnutí identifikovaných analytů, jejich relativní zastoupení v chormatogramu, způsob identifikace a faktor shody s databází NIST 
2008, jejich retenční časy včetně relativní odchylky získané pomocí 1D GC-MS analýzy obranné sekrece samců a samic druhů Pyrrhocoris 
apterus, Pyrrhocoris tibialis a Scantius aegyptius, číslování odpovídá obrázku 3.6.  
 
Analyt tret (min) ± SD 
Relativní zastoupení (%) a Faktor shody (S) 
Identifikace Pyrrhocoris apterus Pyrrhocoris tibialis Scantius aegyptius 
Samec S Samice S Samec S Samice S Samec S Samice S 
Uhlovodíky                                
1 oktan-1,3-dien 3,31 ± 0,06     0,03 87 1,91 95     B 
2 3,7-dimethyl-1,6-oktadien 5,38 ± 0,03         0,25 85 0,34 85 B 
3 1-decyn 8,05 ± 0,05     4,20 95 0,55 94 0,46 91 2,24 96 A, B 
4 p-cymen 8,54 ± 0,02     0,38 87 0,21 90 0,18 89 0,59 80 A, B 
5 undekan 9,16 ± 0,03 0,11 86 0,09 85 1,01 86 0,70 93 0,34 92 0,13 90 A, B 
6 6-dodecen 11,79 ± 0,06     0,11 85 0,15 89     B 
7 dodekan 11,86 ± 0,07 1,47 96 0,62 96 3,83 97 2,82 98 10,84 97 2,92 97 A, B 
8 1-dodecen 11,97± 0,03     1,19 90 1,42 95 2,89 93 1,13 95 A, B 
9 tridekan 14,45 ± 0,05 10,85 96 10,29 96 1,29 92 1,16 96 0,63 92 0,90 90 A, B 
10 tetradekan 16,91 ± 0,02 1,54 95 0,26 94 17,72 97 6,62 97 7,62 97 9,01 95 A, B 
11 pentadekan 19,52 ± 0,06 0,55 85 0,48 87 3,05 87 2,14 89 2,08 92 2,54 89 A, B 
12 hexadekan 21,41 ± 0,07 0,25 90 0,26 89 4,20 96 2,50 96 1,95 94 2,42 92 A, B 
Alkoholy                               
13 cyklopentanol 3,55 ± 0,03         0,28 87 0,14 86 A, B 
14 2,3-butandiol 5,02 ± 0,06 1,72 96 4,12 93         B 
15 (E)-2-hexen-1-ol 5,59 ± 0,03       15,06 96     A, B 
16 cyklopentanemethanol 6,42 ± 0,05         11,42 96 12,96 94 A, B 
17 2-cyklohexen-1-ol 6,88 ± 0,05         12,07 85 18,85 88 A, B 
18 2-propyl-1-pentanol 9,70 ± 0,02   3,46 86         B 
19 (E)-2-okten-1-ol 11,16 ± 0,06       9,65 96     A, B 
20 2,6-dimethyl-7-okten-2-ol 11,60 ± 0,08     1,67 93 1,17 94 1,75 95 0,62 89 B 
21 2-methoxyfenol 13,52 ± 0,05           1,25 85 B 
22 isotridekanol 15,42 ± 0,07         1,47 88 1,64 89 B 
23 2-isopropyl-5-methyl-1-heptanol 15,61 ± 0,05     2,47 88 1,38 88     B 
24 2-methyl-1-undekanol 20,22 ± 0,05     0,18 75 0,14 86     B 
25 3,7,11-trimethyl-1-dodekanol 20,74 ± 0,04         1,23 87 0,50 85 B 
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26 1-dodekanol 21,10 ± 0,02 0,14 93 0,10 91 9,48 98 7,52 98 9,21 97 10,01 96 A, B 
27 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)fenol 21,22 ± 0,06     2,81 85 1,10 87 1,58 86 1,87 85 B 
28 2-ethyl-1-dodekanol 22,27 ± 0,04     0,30 86 0,06 90     B 
29 1-tridekanol 22,99 ± 0,04     1,08 90 0,79 95 0,81 94 0,95 90 A, B 
Aldehydy                               
30 (Z)-3-hexenal 5,23 ± 0,09 0,37 85 0,52 85         B 
31 hexanal 5,56 ± 0,05 0,09 88 0,09 90 0,17 89 0,53 86     B 
32 (E)-2-hexenal 8,17 ± 0,04 18,52 97 23,81 97 0,38 86 3,28 96     A, B 
33 (E,E)-2,4-hexadienal 10,11 ± 0,07 1,07 87 0,43 85   0,12 88     A, B 
34 nonanal 13,96 ± 0,06 6,20 97 1,83 97 0,92 91 1,01 92 0,49 90 0,78 96 A, B 
35 (E)-2-oktenal 14,06 ± 0,06 1,55 87 2,56 85 0,64 86 2,95 95     A, B 
36 dekanal 16,57 ± 0,05 1,64 95 1,05 98 0,68 89 0,53 89 0,74 91 1,21 90 A, B 
37 tetradekanal 21,36 ± 0,08       0,38 88     B 
38 α-hexylcinnamaldehyd 25,55 ± 0,03     0,98 87 0,69 92 1,12 94 0,66 92 A, B 
Ketony                               
39 cyklopentanon 6,27 ± 0,05         3,77 97 0,34 85 A, B 
40 2-methyl-2-cyclopenten-1-on 8,48 ± 0,06         1,22 85 2,36 85 B 
41 2-ethylcyclohexanon 18,55 ± 0,06     0,62 89 0,36 81     B 
42 1-(4-tert-butylfenyl)propan-2-on 23,13 ± 0,04     0,54 89 0,15 86     B 
Estery                               
43 1-butanol-3-methyl acetát 7,18 ± 0,06         0,55 91 0,40 89 B 
44 2-buten-1-ol-3-methyl acetát 8,19 ± 0,03         0,28 85 0,23 88 B 
45 hexyl acetát 10,12 ± 0,05         0,44 91 1,32 90 A, B 
46 
methyl 2-hydroxy-3-methyl 
pentanoát 
10,25 ± 0,06 14,01 87 4,60 87         B 
47 (E)-2-hexen-1-ol acetát 10,79 ± 0,07       0,47 94 0,63 95 0,87 94 B 
48 undec-2-enyl acetát 15,92 ± 0,05         1,19 88 0,62 89 B 
49 oktyl acetát 16,14 ± 0,04         0,75 91 0,37 90 A, B 
50 4-tert-butylcyklohexyl acetát a 18,64 ± 0,02     3,91 90 3,24 90 4,37 91 3,90 92 A, B 
51 4-tert-butylcyklohexyl acetát a 19,65 ± 0,06     0,72 88 0,46 87 0,18 85 0,58 86 A, B 
52 allyl cyklohexan propionát 20,93 ± 0,06     1,25 88 1,68 87 1,32 86 0,79 87 A, B 
53 indan-1,3-diol monoacetát 21,59 ± 0,03     2,23 89 1,38 89     B 
54 verdyl acetát 21,64 ± 0,07     1,28 86 1,01 87     B 
55 fenylethyl isovalerát 22,84 ± 0,06 0,53 95 0,05 90         B 
56 isopropyl laurát 23,89 ± 0,06 0,21 87 0,33 85         B 
57 dodecyl acetát 23,95 ± 0,04     0,64 85 0,41 91 0,38 91 0,35 90 A, B 
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a  E nebo Z isomer 
tret je retenční čas analytu, SD je standardní odchylka počítána ze tří záznamů, relativní zastoupení je dáno jako výsledek vnitřní normalizace 
chromatogramu (procentuální podíl z relevantních píků), S je faktor shody získaný z databáze NIST 2008. 
Metody použité pro identifikaci: A - retenční čas a hmotnostní spektrum příslušné látky byly porovnány se standardem; B - hmotnostní spektrum 
příslušné látky bylo porovnáno s NIST 2008 Mass Spectra Library. 
 
58 hexyl salicylát 24,87 ± 0,05     0,27 87 0,39 92 0,05 94 0,25 92 A, B 
59 methyl dihydrojasmonát 25,59 ± 0,06 0,23 86 2,22 85         B 
60 2-ethylhexyl salicylát 25,68 ± 0,05 0,21 89 2,51 88         B 
Další                               
61 3-methyl-butanová kyselina 6,40 ± 0,03 0,91 91 0,15 94 1,70 96 1,81 97     B 
62 limonen 7,65 ± 0,07     7,38 93 5,09 93 3,93 93 3,67 91 A, B 
63 (E)-2-hexenová kyselina 11,62 ± 0,07 0,11 86 0,15 92         B 
64 2-ethylhexanová kyselina 13,28 ± 0,04 1,20 86           B 
65 1-ethoxynaftalen 23,27 ± 0,06     0,83 85 0,47 88 0,35 90 0,45 92 B 
66 1-methoxyoktan 25,30 ± 0,06 1,08 85 4,13 88         B 
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Identifikace analytů byla provedena porovnáním získaných spekter se spektry v knihovně 
NIST 2008 Mass Spectra Library a tato identifikace byla potvrzena porovnáním retenčních 
časů a hmotnostních spekter s hodnotami získanými z měření referenčních látek. Identifikace 
podle knihovny byla přijata pro látky, u kterých nebyl k dispozici standard pouze v případě, 
že faktor shody v databázi NIST 2008 byl vyšší než 85 %. Takto bylo identifikováno 66 
analytů. Zejména se jednalo o aldehydy, které z hlediska obrany bývají nejdůležitější ((E)-2-
hexenal, (E,E)-2,4-hexadienal, (E)-2-oktenal, nonanal), alkoholy ((E)-2-hexen-1-ol, (E)-2-
okten-1-ol, 1-dodecanol, 2-cyklohexen-1-ol) a estery (methyl 2-hydroxy-3-methyl pentanoát, 
4-tert-butylcyklohexyl acetát). Dle klastrové analýzy bylo potvrzeno, že obranná sekrece je 
druhově specifická (obr 3.7). Složení však neodráží podobnosti mezi Müllerovskými 
mimikrami zkoumaných druhů (dle nich jsou si blíž Pyrrhocoris apterus a Scantius 
aegyptius), ale že podobnost je dána spíše jejich antipredační a životní strategií. Například 
malý počet alkoholů a esterů u Pyrrhocoris apterus je pravděpodobně spojen s jeho tendencí 
života ve skupinách, kdy není zapotřebí, aby jedinci komunikovali na dlouhé vzdálenosti. 
Rozdíly mezi samci a samicemi jsou minimální a většinou se jedná o absenci některých 
alkoholů, což naznačuje jejich vnitrodruhovou specifickou funkci. 
 
Obrázek 3.7 Dendrogram zobrazující kvalitativní podobnosti chemických profilů mezi 
analyzovanými obrannými sekrety tří druhů ploštic.   
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3.8 Analýza obranné sekrece býložravého druhu Lygaeus equestris pomocí 1D GC-
MS a GC×GC-MS: rozdíly mezi pohlavími a vliv hostitelské rostliny - Komentář 
k publikaci V 
Lygaeus equestris (obr. 3.8) je znám jako druh, který je schopen sekvestrovat kardenolidy 
z potravy. Vzhledem k jejich výraznému zbarvení a to využití varovné oranžové či červené ve 
spojení s černou mají tito jedinci vyvinutou výbornou multimodální antipredační strategii. Je 
zde tedy předpoklad, že další chemická signalizace v podobě uvolňování těkavé a zapáchající 
obranné sekrece z metathorakálních žláz může být u některých jedinců, odchovaných na 
toxických rostlinách částečně potlačena a doplněna uvolněním netěkavé tekutiny bez zápachu, 
která může obsahovat kardenolidy a predátorům chutnat hořce. Bylo provedeno vzorkování 
těkavé obranné sekrece čtyř skupin jedinců druhu L. equestris. Sledovanými skupinami byly 
samci a samice krmené semeny toxického hlaváčku jarního (Adonis vernalis) či pouze 
semeny slunečnice (Helianthus) jakožto kontrolní skupiny, a to již od larválního stádia. 
 
Obrázek 3.8 Lygaeus equestris 
 
Analýza obranných sekretů pomocí 1D GC-MS, včetně metodiky odběru a 
zakoncentrování na vlákně SPME (DVB/CAR/PDMS fáze), probíhala za optimalizovaných 
podmínek uvedených ve výše zmíněné Publikaci IV [121] na plynovém chromatografu 
vybaveném hmotnostním detektorem s kvadrupólem GCMS-QP2010 Ultra instrument 
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Dle výsledků testovacích analýz bylo nutné oproti metodice 
uvedené ve zmíněném článku upravit podmínky tohoto experimentu. Vzhledem ke značné 
intenzitě složek obranného sekretu, uvolňovaného plošticí, bylo k separaci možné použít vždy 
pouze jednoho jedince (oproti třem najednou, jak tomu bylo v původní metodě). To navíc 
umožnilo lépe sledovat povahu uvolněné sekrece, tedy zda se jednalo o sekreci se zápachem 
či bez zápachu. V uvedené Publikaci IV byl obranný sekret separován pomocí středně polární 
kolony Rtx-200, která byla vybrána jakožto univerzální. Tato kolona byla taktéž použita k 
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separaci obranného sekretu samce druhu L. equestris krmeného semeny slunečnice, jakožto 
modelové skupiny. V tomto případě však nedošlo k dostatečné separaci jednotlivých složek 
obranného sekretu, jako tomu bylo u jiných druhů ploštic a celkově bylo toto spektrum 
mnohem chudší. Patrné to bylo zejména v oblasti okolo 13 – 15 minuty, kdy se na 
chromatogramu vyskytoval pouze jeden velký pík (viz obr. 3.9 nahoře), který pravděpodobně 
zahrnoval koelující látky jako je nonanal, (E)-2-oktenal, 2,4-oktadienal, případně dekanal, 
které se při dalším měření ukázaly jakožto významné složky obranné sekrece ploštic druhu L. 
equestris. Z tohoto důvodu byla s ohledem na předpokládané analyty zvolena nepolární SLB-
5ms separační kolona (složení fáze - 5% fenyl, 95% dimethylpolysiloxan). Na této koloně 
bylo dosaženo lepší separace složek obranného sekretu ploštic druhu L. equestris (viz 
porovnání obr. 3.9), a proto byly následně všechny další analýzy prováděny na této koloně 
(obr. 3.10). Tato kolona se navíc shodovala s kolonou, která byla vybrána pro separaci 
sekrece v první dimenzi v systému GC×GC-MS (viz dále). Všechny analyty, které se podařilo 
identifikovat pomocí 1D GC-MS shrnuje tabulka 3.3. Aby se zabránilo uvádění zavádějících 
výsledků, jsou v tabulce uvedené i analyty, které se podařilo identifikovat až pomocí 
GC×GC-MS. V obrázku 3.10 jsou čísla těchto analytů zakroužkována u odpovídajícího píku. 
 
 
Obrázek 3.9 Porovnání chromatogramů získaných analýzou obranné sekrece samce druhu L. 
equestris krmeného semeny slunečnice pomocí SPME-GC-MS metody na různých kolonách. 
 
 
 
Obrázek 3.10 SPME-GC-MS analýza obranné sekrece L. equestris. Porovnání různě krmených samců a samic tohoto druhu. Jedna skupina byla 
krmena semeny slunečnice (Helianthus) a druhá semeny toxického hlaváčku jarního (A. vernalis). Číslování píků odpovídá tabulce 3.3.  
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Tabulka 3.3 Shrnutí identifikovaných analytů, způsobu identifikace a retenční časů získaných pomocí 1D GC-MS analýzy obranné sekrece 
samců a samic L. equestris živených buď toxickým hlaváčkem jarním (A. vernalis) nebo kontrolní slunečnicí (Helianthus), číslování analytů 
odpovídá obrázku 3.10.  
 
Číslo píku 
tret 
(min) 
Analyt SamecHelianthus SamiceHelianthus SamecA.vernalis SamiceA.vernalis Identifikace 
1 3,06 1-methyl-1,3-cyklopentadien - - ++ - B 
2 9,69 3-methyl-1-butanol acetát + + + + A 
3 9,87 2,4-hexadien-1-ol - - + - B 
4 10,72 (E,E)-2,4-hexadienal + ++ + + A 
5 12,88 2-ethyl furan - - + + B 
6 13,27 (Z)-3-hexenyl acetát + - + + A 
7 13,46 3-methyl-4-methylen-hexan + ++ + + B 
8 13,88 cyklooktanol ++ ++ ++ ++ B 
9 
15,53 
(E,E)-2,4-hexadienyl acetát - - +++ - B 
10 2,6-dimethyl-7-okten-2-ol - - ++ - B 
11 1-oktanol - - ++ - B 
12 16,09 1-ethyl-1-methyl-cyklopentan + + + + B 
13 16,46 5-ethyl-2(5H)-furanon + + + + B 
1
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14 
16,90 
(E)-2-oktenal +++ +++ +++ ++ A 
15 (E)-2-okten-1-ol +++ +++ - - A 
16 17,99 2,4-oktadienal + + + + A 
17 18,54 4-ethylcyklohexanol - ++ - - B 
18 
18,70 
3-okten-1-ol acetát +++ ++ +++ +++ B 
19 dekanal +++ ++ +++ +++ A 
20 20,55 2-propyl-cyklohexanon + + - - B 
21 20,89 1-ethyl-cyklopentanol - - + - B 
22 21,07 2-fenylethyl acetát - - ++ - B 
23 21,37 3-methyl-4-undecen - - + + B 
24 21,46 2-ethyl-cyklohexanon ++ ++ - - B 
25 22,07 (E)-2-decenal + + + + A 
26 22,39 undec-2-enyl butyrát - - + - B 
27 22,64 4,5-dimethyl-2-cyklohexen-1-on + + + + B 
28 22,87 (E,E)-2,4-dekadienal + + - - A 
29 22,99 (E)-2-decenyl acetát ++ + + + B 
tret je retenční čas analytu, + symbol plus označuje přítomnost sloučeniny a čím vyšší je počet značek plus tím větší je plocha píku, - symbol 
mínus označuje nepřítomnost sloučeniny. 
Metody použité pro identifikaci: A - retenční čas a hmotnostní spektrum příslušné látky byly porovnány se standardem; B - hmotnostní spektrum 
příslušné látky bylo porovnáno s NIST 2008 Mass Spectra Library. 
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Analýza obranného sekretu ploštic pomocí GC×GC-MS ve spojení se vzorkováním dle 
publikace IV [121] byla provedena poprvé. Za optimalizovaných podmínek byly proměřeny 
těkavé obranné sekrety všech čtyř skupin druhu L. equestris (obr. 3.11) na přístroji GCMS-
QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japan) vybaveném hmotnostním detektorem s kvadrupólem 
a také kryogenním modulátorem Zoex ZX1 (Zoex Corporation, Houston, USA). Jako 
separační kolony s ortogonální polaritou byly zvoleny SLB-5ms pro první dimenzi a 
Supelcowax (poly(ethylen) glykolová fáze) pro druhou dimenzi. Všechny analyty, které se 
podařilo identifikovat pomocí GC×GC-MS shrnuje tabulka 3.4. 
Ze záznamů získaných pomocí 1D GC-MS a GC×GC-MS byly určeny hlavní složky 
obranného sekretu tohoto druhu. S tím, že pomocí GC×GC-MS se podařilo identifikovat a 
separovat až dvakrát více analytů než pomocí 1D GC-MS. Zejména se podařilo určit koelující 
složky obranného sekretu, které se vyskytovaly na většině 1D GC-MS chromatogramech 
jakožto dva nejintenzivnější píky a pravděpodobně se jednalo i o nejdůležitější složky 
obranného sekretu tohoto druhu. V prvním případě jde o pík v čase 16,9 min (v případě 1D 
GC-MS), který se podařilo pomocí GC×GC-MS separovat na jednotlivé složky. 
Identifikovanými látkami byly (E)-2-okten-1-ol a 2-oktenal. V druhém případě u píku v čase 
18,7 min (u 1D GC-MS) se sice nepodařilo ani pomocí GC×GC-MS zcela oddělit jednotlivé 
složky, ale bylo možné je alespoň identifikovat. V tomto případě to byl dekanal a 3-okten-1-ol 
acetát. GC×GC-MS nebyla dostatečně účinná pouze při separaci jednotlivých složek u 
významného píku vyskytujícího se v čase 15,5 min (v systému 1D GC-MS) u samců 
krmených hlaváčkem jarním. V tomto případě bylo možné pouze identifikovat jednotlivé 
složky, a to jako 1-oktanol, 2,6-dimethyl-7-okten-2-ol a (E,E)-2,4-hexadienyl acetát. 
 
 
 
Obrázek 3.11 SPME-GC×GC-MS analýza obranné sekrece druhu L. equestris. Porovnání různě krmených samců a samic tohoto druhu. 
Kontrolní skupina byla krmena semeny slunečnice (Helianthus) a druhá skupina semeny toxického hlaváčku jarního (A. vernalis). Číslování píků 
odpovídá tabulce 3.4 
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Tabulka 3.4 Shrnutí identifikovaných analytů, způsob identifikace a jejich retenční časy v první a druhé dimenzy získané pomocí GC×GC-MS 
analýzy obranné sekrece samců a samic L. equestris živených buď toxickým hlaváčkem jarním (A. vernalis) nebo kontrolní slunečnicí 
(Helianthus), číslování analytů odpovídá obrázku 3.11. 
Číslo 
píku 
tret_1 
(min) 
tret_2 
(min) 
Analyt SamecHelianthus SamiceHelianthus SamecA.vernalis SamiceA.vernalis Identifikace 
1 3,78 0,51 1-methyl-1,3-cyklopentadien - - ++ - B 
2 4,05 0,54 3-methyl-butanal - - - + B 
3 5,78 1,47 3-methyl-1-butanol + + + + B 
4 5,85 0,93 2-methyl-2-butenal + + - - B 
5 6,58 0,63 isobutyl acetát + + - - B 
6 7,12 0,81 2-hexanon - - - + B 
7 7,32 0,84 3-hexenal + + - - B 
8 7,45 0,72 hexanal + + + + B 
9 8,25 0,51 1,3-oktadien + + - - B 
10 9,05 0,96 (E)-2-hexenal ++ ++ - - A 
11 9,05 0,51 2,4-oktadien + + - - B 
12 9,58 2,04 (E)-2-hexen-1-ol + + - - A 
13 9,92 0,63 3-methyl-1-butanol acetát ++ ++ + + A 
14 10,30 0,59 2-n-butyl-furan + + - - B 
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15 10,61 0,75 heptanal + - + - B 
16 11,05 1,53 (E,E)-2,4-hexadienal ++ + + + A 
17 11,25 0,81 2-methylbut-2-en-1-yl acetát + + - - B 
18 11,78 0,45 α-pinen + + + ++ A 
19 12,52 0,81 3-ethyl-fenol + + - - B 
20 12,58 0,96 (E)-2-heptenal + + - - B 
21 12,72 0,87 2-ethyl furan - - + - B 
22 12,72 2,01 benzaldehyd + + + + A 
23 12,72 2,61 (E)-4-oxo-2-hexenal + ++ - - B 
24 13,45 0,84 6-methyl-5-hepten-2-on - - - + B 
25 13,85 0,75 cyklooktanol ++ ++ ++ + B 
26 14,04 0,75 oktanal + + - - B 
27 14,32 0,66 hexyl acetát + + + - A 
28 14,38 0,72 2-hexen-1-ol acetát + + + - B 
29 14,72 0,63 5-decyne + + - - B 
30 14,78 1,11 2-ethyl-1-hexanol - - + + B 
31 14,78 0,51 (R)-(+)-limonen - - + + A 
32 15,98 1,20 (E,E)-2,4-hexadienyl acetát - - +++ - B 
33 16,11 1,14 2,6-dimethyl-7-okten-2-ol - - ++ - B 
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34 16,12 0,90 1-oktanol - - ++ - B 
35 15,90 0,90 (E)-2-oktenal +++ +++ ++ ++ A 
36 16,20 1,35 (E)-2-okten-1-ol +++ +++ - - A 
37 16,98 1,11 3-propyl-cyklohexen + + - - B 
38 17,25 0,66 nonanal + + ++ ++ A 
39 17,45 1,17 2,4-oktadienal ++ ++ - - A 
40 18,25 0,84 3-nonen-2-on + + - - B 
41 18,58 1,68 2-butyl-cyklohexanon ++ +++ - - B 
42 18,91 0,84 (E)-2-nonenal + + - - A 
43 18,98 1,00 2-pentyl-cyklohexanon + + - - B 
44 19,38 1,29 (+)-menthol - - + - B 
45 20,30 0,65 dekanal +++ +++ ++ ++ A 
46 20,30 0,91 3-okten-1-ol acetát +++ +++ + ++ B 
47 21,12 0,63 2-oktanová kyselina ++ ++ - - B 
48 21,65 1,23 2-fenylethyl acetát + + +++ - B 
49 21,72 1,68 5-butyldihydro-2(3H)-furanon + + - - B 
50 21,78 0,78 (E)-2-decenal + ++ + - A 
51 22,05 1,11 2-decen-1-ol + + - - B 
52 22,45 0,63 (E)-non-3-enyl acetát + + - - B 
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tret_1 je retenční čas analytu v první dimenzi, tret_2 je retenční čas analytu v druhé dimenzi, + symbol plus označuje přítomnost sloučeniny a čím 
vyšší je počet značek plus tím větší je plocha píku, - symbol mínus označuje nepřítomnost sloučeniny. 
Metody použité pro identifikaci: A - retenční čas a hmotnostní spektrum příslušné látky byly porovnány se standardem; B - hmotnostní spektrum 
příslušné látky bylo porovnáno s NIST 2008 Mass Spectra Library. 
 
 
53 22,65 0,84 (E,E)-2,4-dekadienal + + - - A 
54 22,92 0,57 undec-2-enyl acetát + + - - B 
55 23,70 1,26 n-dekanová kyselina - - + + B 
56 24,32 0,39 tetradekan - - + + B 
57 24,32 0,45 1-octen-3-ol butyrát + + - - B 
58 24,45 0,45 dodekanal - - + + B 
59 24,52 0,48 (E)-2-decenyl acetát + + - - B 
60 25,51 0,42 1-dodecen-3-ol + - - - B 
61 26,05 0,72 n-dodekanová kyselina - - + + B 
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Z výsledků všech měření vyplynulo, že složení obranné sekrece je druhově specifické (při 
porovnání se záznamy z Publikace IV). Při porovnání záznamů jednotlivých skupin lze říci, že 
u záznamů samců a samic odchovaných na semenech slunečnice nebyly pozorovány rozdíly 
ve složení dle jednotlivých analytů, ale pouze v jejich relativním zastoupení v obranném 
sekretu. Mezi nejvýznamnější složky patřily u samců dekanal a 3-okten-1-ol acetát a u samic 
(E)-2-okten-1-ol and (E)-2-oktenal.  
Podstatně větší rozdíly ve složení vykazovala obranná sekrece samců a samic živených 
toxickým hlaváčkem. Rozdíly byly nejen v intenzitách jednotlivých píků, ale i v přítomnosti 
či absenci některých sloučenin. V sekretu samců bylo identifikováno několik látek, které se 
buď nevyskytovaly u žádné jiné skupiny, případně v zcela minoritním množství (zejména se 
jedná o (E,E)-2,4-hexadienyl acetát, 2,6-dimethyl-7-okten-2-ol, 1-oktanol and 2-fenylethyl 
acetát) a celkově měla tato sekrece menší intenzitu odezvy, než tomu bylo u jedinců živených 
slunečnicí. Mezi zajímavé detekované analyty u samců živených hlaváčkem patří 2-fenylethyl 
acetát a (E,E)-2,4-hexadienyl acetát. Oba uvedené estery se nacházejí pouze u samců a byly 
nalezeny taktéž pouze u samců druhu Neacoryphus bicrucis (Lygaeidae), u kterého měly 
funkci feromonů, lákající obě pohlaví [88]. Jejich výskyt pouze u samců L. equestris, 
odchovaných na hlaváčku, je ve shodě se závěry Staddona [122] a Aldriche [86], že toxiny, 
sekvestrované ze živné rostliny, potlačují u Lygaeidae obrannou roli metathorakálních žláz, 
což způsobuje, že se žlázy mohou více specializovat na jejich druhotnou funkci, a to tvorbu 
feromonů. 
Celkově byla u samic i samců živených hlaváčkem pozorována menší ochota uvolňovat 
obrannou sekreci, a to i při delším dráždění. Naopak se u nich častěji projevilo uvolňování 
tekutiny, která byla bez zápachu a způsobila to, že sama ploštice zůstávala dlouho mokrá. 
Ačkoli bylo provedeno SPME vzorkování této tekutiny pomocí vypracované metody, nebyly 
při analýze detekovány téměř žádné složky, což svědčí o netěkavé povaze této sekrece. 
Dokládá to porovnání se záznamem blanku, který byl získaný stejným způsobem pouze 
s vynecháním dráždění jedince uvnitř stříkačky (obr. 3.12). Tato tekutina mohla 
pravděpodobně obsahovat kardenolidy, získané z hostitelské rostliny u jedinců odchovaných 
na hlaváčku. Navíc uvolnění tekutiny jakožto odezvy na tlak odpovídá přítomnosti 
propracovaného systému subkutikulárních prostorů, který umožňuje rychlé vypouštění 
tekutiny po napadení predátorem [94]. 
Absence nebo přítomnost minoritního množství některých aldehydů (3-hexanal, (E)-2-
hexenal, (E)-2-oktenal, oktanal, 2,4-octadienal, (E)-2-nonenal, (E,E)-2,4-decadienal) a oxo-
aldehydů ((E)-4-oxo-2-hexenal) v sekreci jedinců odchovaných na hlaváčku, které jsou 
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považovány za důležité složky obrany proti predátorům, je překvapující. I tyto výsledky 
naznačují, že jedinci, kteří jsou schopni přijímat toxické kardenolidy z hostitelské rostliny 
mohou zaměřit produkci metathorakálních žláz spíše na tvorbu feromonů, zatímco obranná 
funkce těchto žláz je umenšena.  
Obrázek 3.12 SPME-GC-MS analýza sekrece z metathorakálních žláz samce druhu L. 
equestris odchovaného na semenech slunečnice a blanku a tekutiny bez zápachu uvolněné 
samcem odchovaném na hlaváčku jarním.  
155 
 
PUBLIKACE V 
 
Název Analysis of defensive secretion of a milkweed bug Lygaeus equestris by 
1D GC-MS and GC×GC-MS: sex differences and host-plant effect  
Autoři Martina Havlikova 
Tereza Bosakova 
Georg Petschenka 
Radomir Cabala 
Alice Exnerova 
Zuzana Bosakova 
Časopis Scientific Reports 
 Připraveno k publikování 
Rok 2019 
190 
 
4. Přehledné hodnocení mikroextrakčních technik 
Různé extrakční a dnes zejména mikroextrakční techniky, určené k předúpravě vzorku 
nebo k jeho zakoncentrování, představují velmi důležitý krok před analýzou 
environmentálních, klinických, farmaceutických a dalších komplexních vzorků. Díky 
extrakčním technikám je možné dosáhnout vyšší citlivosti a selektivity metod. Miniaturizací 
se extrakční metody stávají šetrnější k životnímu prostředí a je vyžadováno pouze malé 
množství vzorků. V posledních téměř třiceti letech byla vyvinuta a použita řada 
mikroextrakčních technik, které jsou publikovány v tisících článků. Bylo též napsáno mnoho 
přehledných článků se zaměřením na jejich využití ve specifických oborech nebo na 
nejnovější trendy v této oblasti. Bohužel pro tyto metody nebyla zavedena jednotná 
nomenklatura, což může znesnadňovat dohledávání vhodných publikací ke studovanému 
tématu. Vzhledem k faktu, že je u většiny měření nutná extrakce, (zejména je to patrné v této 
disertační práce v části zaměřující se na obranné mechanismy ploštic) byla v rámci studia 
zpracována tématika dnes velice populárních mikroextrakčních technik. Byly vypracovány 
dva přehledné články, které mají za cíl klasifikovat všechny základní mikroextrakční techniky 
a popsat jejich výhody, nevýhody a nejnovější inovace. Metody v nich byly rozděleny do čtyř 
hlavních skupin podle typu extrakční fáze. 
 
4.1 Mikroextrakce do jedné kapky rozpouštědla a mikroextrakce na bázi sorbentu – 
Komentář k publikaci VI 
Mikroextrakce na pevné fázi (SPME), vyvinutá týmem Arthur a kol. v roce 1990 [123], 
byla jednou z prvních úspěšných prekoncentračních metod, které mohly být popsány jako 
mikroextrakce. V současné době je SPME široce přijímanou technikou, která je založena na 
transportu analytů ze vzorku do stacionární fáze. Nejběžnější je umístění této extrakční 
stacionární fáze na povrchu vlákna (nejčastěji z oxidu křemičitého) [124]. Výhody metody 
SPME spočívají v její jednoduchosti, rychlosti extrakce z mnoha typů vzorků a v možnosti 
automatizace. Metoda navíc může být použita zcela bez rozpouštědel, což jí činí velice 
ekologickou [125]. Mezi nevýhody pak patří cena a křehkost komerčních vláken, u nichž je i 
relativně úzký výběr typů stacionárních fází. Tyto nedostatky tudíž vedly k vývoji nových 
stacionárních fází [126-128] (na tento aspekt ale nebyl přehledný článek zaměřen) či k vývoji 
jiných materiálů a tvarů nosičů stacionární fáze [129], což shrnuje tabulka 4.1. Mezi 
nejzajímavější a dnes velice populární patří několik modifikací. První jsou dnes komerčně 
vyráběná magnetická míchadla, na jejichž povrchu je nanesena extrakční stacionární fáze 
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[130, 131]. Magnetické míchadlo tak zastane hned dvě funkce – extrahuje analyt a přispívá 
k urychlení rovnováhy. Další možností je pak nanesení extrakční stacionární fáze na mikro- či 
nanočástice. Extrakce je velice rychlá, protože po přidání částic do roztoku dochází k disperzi 
[132]. I zde tedy částice plní dvojí funkci. K jejich oddělení od vzorku lze použít centrifugaci, 
filtraci či v případě, že jsou samotné částice magnetické, mohou být lehce izolovány pomocí 
magnetu [133].  
 
Tabulka 4.1. Souhrn možných modifikací mikroextrakčních technik na bázi sorbentu. 
Modifikace Nejčastěji 
používaná 
zkratka 
Nejčastější tvar 
nosiče sorbentu či 
sorbentu samotného 
Vybraný souhrnný 
článek pro danou 
modifikaci 
Mikroextrakce na 
pevnou fázi na 
vlákně 
SPME vlákno Bojko a kol. [129]; 
Souza Silva a kol. 
[124]; Kumar a kol. 
[127] 
Mikroextrakce do 
náplňových kolonek 
MEPS vrstva v kazetě či 
stříkačce 
Yang a kol. [134]; 
Moein a kol. [135] 
Mikroextrakce na 
tenký film pevné 
fáze 
TFME tenký film Piri-Moghadam a 
kol. [136]; 
Mirnaghi a kol. 
[137] 
Mikroextrakce na 
pevnou fázi 
nanesenou na 
tkaninu 
FPSE tenký, plochý list Kabir a kol. [138] 
Mikroextrakce na 
pevnou fázi na 
upraveném míchadle 
SBSE míchadlo Cardenas and 
Lucena [139]; 
He a kol. [140] 
Disperzní 
mikroextrakce na 
pevnou fázi 
DSPE mikro- a nanočástice Khezeli a kol. [141] 
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Metodika mikroextrakce do jedné kapky (SDME) patří k nejstarším mikroextrakčním 
technikám typu kapalina-kapalina a byla poprvé zmíněna v roce 1996 [142]. SDME je 
prekoncentrační technika využívající malý objem (typicky jednu kapku) organického 
rozpouštědla nemísitelného s vodou, které je ponořeno v kapalném vzorku nebo umístěno v 
prostoru nad kapalinou. Při určitých modifikacích může být kapka uvolněna do roztoku, 
z něhož je po extrakci následně odebrána [143]. Nejčastěji používanými extrakčními 
rozpouštědly jsou ta, která nejsou příliš těkavá, jsou hydrofobní a mají vyšší viskozitu než 
voda, např. toluen, chloroform, hexan atd. Dnes jsou jako extrakční fáze velice populární 
iontové kapaliny, jejichž vlastnosti je možné upravovat dle jejich složení [144, 145]. SDME 
metody lze také třídit podle počtu použitých fází: dvoufázová a třífázová mikroextrakce. Ve 
dvoufázovém uspořádání jsou analyty extrahovány ze vzorku (donorová fáze) přímo do 
organického rozpouštědla (akceptorová fáze). V třífázovém režimu se analyty extrahují ze 
vzorku do organického rozpouštědla a dále se reextrahují do jiného rozpouštědla [146]. Po 
extrakci se organická fáze či v případě tří fází i vodná fáze shromáždí pomocí injekční 
stříkačky a dále se použije pro stanovení analytu. SDME se mohou dále dělit podle pohybu 
extrakčního rozpouštědla: statické a dynamické. V naší klasifikaci statický přístup znamená, 
že akceptorová fáze je umístěna na pevném místě, zatímco v dynamické konfiguraci se 
pohybuje se vzorkem [147]; pohyb vzorku lze tedy ignorovat.  
Metoda SDME není vyčerpávající stejně jako většina mikroextračních metod [142, 148]. 
To znamená, že umožňuje opakované extrakce jediného vzorku. Cílem metody ani není 
extrahovat veškerou hmotnost analytu ze vzorku, ale dosáhnout distribuční rovnováhy, která 
umožní nejvyšší možnou koncentraci analytu v relativně malém množství akceptorové fáze 
[143]. Pro usnadnění přenosu analytu mezi fázemi se používají různé typy míchání vzorků 
(míchání magnetickým míchadlem, ultrazvukem nebo třepačkami) [146] či zahřívání 
(infračervené nebo mikrovlnné záření) [149]. 
Mezi hlavní výhody head-space a přímého ponoření SDME lze uvézt, že jsou použitelné 
pro analýzy velkého počtu analytů, jsou technicky jednoduché, šetří náklady a čas a mohou 
být snadno plně automatizovány [146]. Další výhodou je, že neexistuje žádný přenos vzorku 
(nové extrakční rozpouštědlo s každým vzorkem) a vyžaduje se pouze běžná laboratorní 
stříkačka. V případě head-space modifikace lze bezpečně extrahovat komplexní či silně 
znečištěné vzorky [150]. Mezi nevýhody klasického uspořádání SDME patří částečná 
rozpustnost organických rozpouštědel ve vodě, omezený objem extrakční kapky a její 
těkavost či její možnost dislokace (rozpad) [143]. Proto bylo realizováno mnoho modifikací, 
jako jsou různé nástavce na udržení tvaru visící kapky či použití jiných metodik pro odběr 
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extrakčního rozpouštědla přímo ze vzorku. Mezi nejzajímavější patří metodika využívající 
vymražení extrakční kapky (SD-LPME). V tomto případě se jako extrakční rozpouštědlo 
používají 1-undekanol, 1- a 2-dodekanol aj. Takováto rozpouštědla mají nižší viskozitu než 
voda a tají v rozmezí teplot 10 – 30 °C. Po provedení extrakce, kdy se kapka nechá volně 
míchat v roztoku vzorku, je možné vzorek zchladit, čímž dojde ke ztuhnutí extrakčního 
rozpouštědla, které je poté možné jednoduše oddělit od roztoku vzorku [151]. 
V tabulce 4.2 je uveden výčet možných modifikací mikroextrakcí do jedné kapky 
s uvedením nejvýznamnějších aplikací.  
 
 
Tabulka 4.2 Souhrn možných modifikací metod mikroextrakce do jedné kapky. 
Modifikace Nejčastěji 
používaná 
zkratka 
Vybraný souhrnný 
článek pro danou 
modifikaci 
První či významná 
aplikace dané 
modifikace 
Mikroextrakce 
s přímým ponořením 
jedné kapky 
DI-SDME Jeannot a kol. [146] Jeannot a Cantwell 
[142] 
Dynamická 
mikroextrakce 
v kapalné fázi 
Dynamic-LPME Sarafraz-Yazdi a 
Amiri [152] 
He a Lee [147] 
Mikroextrakce 
z kapky do kapky 
rozpouštědla 
DDSME Jain a Verma [153] Wu a kol. [154] 
Mikroextrakce do 
jedné kapky 
z proudícího vzorku 
CFME Xu a kol. [155] Liu a Dasgupta [148]; 
Liu a Lee [156] 
Mikroextrakce do 
jedné kapky 
uvolněné do roztoku 
DSDME Jain a Verma [153] Lu a kol. [157] 
Mikroextrakce 
s následným 
vymražením jedné 
kapky rozpouštědla 
SD-LPME/ 
SFODME 
Ghambarian a kol. 
[158]; Ganjali a kol. 
[159] 
Zanjani a kol. [160] 
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Mikroextrakce do 
jedné kapky v head-
space prostoru 
HS-SDME Xu a kol. [155]; 
Jeannot a kol. [146] 
Tankeviciute a kol. 
[161]; Theis a kol. 
[150] 
Mikroextrakce do 
jedné kapky s její 
následnou zpětnou 
extrakcí 
LLLME Jain a Verma [153] Ma a Cantwell [162]; 
Ma a Cantwell [163] 
Mikroextrakce do 
jedné kapky 
uvolněné do roztoku 
s její následnou 
zpětnou extrakcí 
DSD-LLLME Jain a Verma [153] Sarafraz-Yazdi a kol. 
[164] 
Mikroextrakce do 
jedné kapky 
s podpořením její 
stability (bez použití 
membrán) 
SSME Kokosa [143] Zhang a Lee [165] ; 
Saraji a Farajmand 
[166] 
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4.2 Membránové mikroextrakce a mikroextrakce na bázi homogenních fází – 
Komentář k publikaci VII 
Membránové mikroextrakční metody používají podobný princip jako metody 
mikroextrakce do jedné kapky. V tomto případě je ale vyřešen problém s nestabilitou 
samostatné kapky tím, že je chráněna membránou [167]. Díky nízké ceně membrány je možné 
pro každou analýzu používat novou a minimalizovat tak případný přenos chyb [168]. 
Membránové mikroextrakce se dělí do dvou základních podskupin, a to na techniky 
využívající porézní membránu a techniky využívající neporézní membránu [169]. 
Mezi rozšířenější a univerzálnější patří techniky využívající porézní membrány. 
Membrány se pak vyskytují ve dvou formách a to jako duté vlákno či ve formě ploché 
membrány. V obou případech je membrána nejprve ponořena většinou do organického 
rozpouštědla, kdy dojde k naplnění jejích pórů tímto rozpouštědlem a přes tyto póry pak 
dochází k extrakci analytu. Pro výrobu membrán se nejčastěji používaná polypropylen. 
Ideální membrána je asi 200 µm silná, má 70% porozitu a póry o velikosti 0,2 µm. V takovém 
případě je organické rozpouštědlo dostatečně imobilizováno a analyty stále snadno projdou, 
navíc je membrána dostatečně pružná [170]. Při využití ploché porézní membrány jsou možná 
dvě uspořádání. Buď je membrána, obsahující v pórech extrakční fázi, upevněna na jehle a je 
celá ponořena v roztoku analytu (MPMSME) [171, 172], anebo membrána odděluje roztok 
analytu od extrakční fáze, jejíž složení je buď stejné jako je v pórech membrány nebo se může 
i lišit (FS-MMLLE) [173, 174].  
U technik s využitím dutého vlákna je v případě dvou-fázové mikroextrakce (HF-LPME) 
použito stejné rozpouštědlo jako je v pórech membrány i jako je extrakční fáze a je jím 
vyplněn prostor uvnitř dutého vlákna [175]. Pokud jde o třífázovou extrakci (HF-LLME), 
prostor uvnitř vlákna je vyplněn jiným extrakčním rozpouštědlem, než je v pórech [176]. 
Vlákno je poté ponořeno do roztoku vzorku. Pro jeho uchycení bylo vyvinuto několik 
modifikací, jak shrnuje obrázek 4.1. Konce vlákna mohou být buď zatavená, anebo 
připevněná k jehle stříkačky, do které se pak může snadno natáhnout obsah vlákna 
s extrahovaných analytem. Obsah stříkačky pak může být rovnou použit pro nástřik do 
vybraného chromatografického systému [177]. Speciální modifikací je pak případ, kdy jsou 
zatavené oba konce vlákna, a to se volně pohybuje v roztoku (HF-SBME obr. 4.1 (C) [178, 
179]. 
Přenos vzorku přes membránu je umožněn díky pasivní difúzi a je závislý na pH 
prostředí. Vliv pH je důležitý zejména u tří-fázového uspořádání. Pro analyty, které nelze 
ionizovat, byly vyvinuty techniky HF-LLME využívající různé nosiče [177], které mohou být 
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rozpuštěny v rozpouštědle, které je v pórech [180, 181], anebo v roztoku vzorku (donorové 
fázi) [182]. Rychlejší extrakce analytu může být docíleno i díky využití elektrického pole. 
Během elektro-membránové extrakce (EME, obr. 4.1 (E)) [183] se docílí pohybu nabitých 
látek v elektrickém poli tak, že je jedna platinová elektroda, na kterou je vloženo napětí, 
umístěna v roztoku vzorku a druhá se nachází v extrakčním rozpouštědle uvnitř dutého 
vlákna. Je nutné se vyhnout nepolárním rozpouštědlům, která by nevedla proud přes 
membránu [177]. Tuto techniku je možné snadno miniaturizovat na čipy, a to i v nano měřítku 
[184]. 
Neporézní membrány využívají jiného principu přenosu vzorku a to jeho rozpouštění 
v materiálu membrány a jeho následný průchod skrz ní (MASE) [174]. Výběr materiálů, 
ze kterých je membrána vyrobena, je omezený. Často jím bývá silikon [185], polyetylen 
s nízkou hustotou [186] či polypropylen. Na druhou stranu zde rozhodně nehrozí kontaminace 
extrakční fáze roztokem analytu a je možné extrahovat i velice komplexní vzorky [169]. 
Membrána nejčastěji odděluje dvě fáze jako tenká vrstva nebo může být ve formě pytlíčku 
ponořená ve vzorku. Jako extrakční rozpouštědlo se používají nepolární látky jako je heptan, 
hexan aj. [174]. Metodu je možné snadno miniaturizovat a automatizovat. Dnes je tato 
metodika komerčně dostupná a plně automatizovaná, její využití pak demonstruje několik 
článku [187-189]. Jedinou nevýhodou je nutnost kondicionace membrány před měřením a její 
případné vyčištění od interferujících látek [174]. 
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Obrázek 4.1 Nejčastější uspořádání metod mikroextrakce do dutého vlákna. (A) Dvě jehly 
jsou připojeny ke koncům vlákna; (B) jeden konec je zatavený a druhý připevněný ke 
stříkačce; (C) oba konce jsou zatavené a vlákno se volně pohybuje v roztoku (HF-SBME); 
(D) oba konce jsou zatavené; (E) nejčastější uspořádání při elektro-membránové extrakci 
(EME) [177]. 
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Tabulka 4.3 Souhrn možných modifikací membránových mikroextrakčních technik. 
Typ 
membrány 
Modifikace Nejčastěji 
používaná 
zkratka 
Vybraný souhrnný 
článek pro danou 
modifikaci 
První či 
významná 
aplikace dané 
modifikace 
Porézní (Dvou-fázová) 
Membránová 
mikroextrakce do 
dutého vlákna 
HF-LPME Bello-Lopez a kol. 
[177] 
Rasmussen a kol. 
[190] 
Porézní Mikroextrakce do 
volně se 
míchajícího 
dutého vlákna 
HF-SBME Barri a Jonsoon [174] Jiang a Lee [178] 
Porézní Tří-fázová 
membránová 
mikroextrakce do 
dutého vlákna 
HF-LLLME Ghambarian a kol. 
[170] 
Pedersen-
Bjergaard a 
Rasmussen [175] 
Porézní Elektro-
membránová 
extrakce 
EME Huang a kol. [191]; 
Ocana-Gonazalez a 
kol. [126] 
Pedersen-
Bjergaard a 
Rasmussen [183] 
Porézní Mikroextrakce 
z kapaliny do 
kapaliny přes 
plochou 
membránu 
FS-MMLLE Yan a kol. [192] Shen a kol. [173] 
Porézní Mikroextrakce do 
pórů membrány v 
roztoku 
MPMSE Yan a kol. [192] Xing a kol. [172] 
Neporézní Extrakce za 
pomoci neporézní 
membrány 
MASE Jonsson a Mathiasson 
[169]; 
Barri a Jonsson [174] 
Hauser a Popp 
[186]; Melcher a 
Morabito [193] 
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Zcela jiný princip extrakce využívají metody na bázi homogenních fázích. Tyto metody 
patří mezi relativně mladé a dnes velice populární, zejména proto, že se často mohou zařadit 
mezi ty šetrné k životnímu prostředí s ohledem na množství a druh použitých rozpouštědel. 
Na druhou stranu se příliš nehodí k použití u komplexních vzorků a ne vždy je možné je 
automatizovat. Spadají sem techniky, které lze přibližně rozdělit do dvou skupin. Disperzní 
mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME), která byla poprvé popsána v roce 2006 
[194], a mikroextrakční techniky využívající asistované emulsifikace [195, 196].   
DLLME technika je založena na spojení tří kapalných fází. Nejčastěji je vzorkem vodný 
roztok, který je v nadbytku a do kterého je přidávána směs extrakčního rozpouštědla a tzv. 
disperzního rozpouštědla, tím bývá často methanol, acetonitril či aceton. Disperzní 
rozpouštědlo musí být na rozdíl od extrakčního rozpustné ve vodě, ale zároveň i v extrakčním 
rozpouštědle. To způsobí, že po přidání této směsi do roztoku vzorku vznikne zakalený roztok 
obsahující mikroskopické kapičky extrakčního rozpouštědla. Vznikne tedy obrovská plocha, 
na které může docházet k extrakci, a ta tudíž proběhne okamžitě. Nakonec je roztok 
centrifugován a extrakční rozpouštědlo je odebráno například pomocí stříkačky. Na základě 
hustoty extrakční fáze se tyto metody dělí na ty, využívající rozpouštědla s vysokou nebo 
nízkou hustotou [197]. Existuje velké množství metod, které při extrakcích používají různé 
směsi rozpouštědel k vylepšení průběhu extrakce či ke zjednodušení jejich odběru [197-199]. 
Pro účel snadného odběru extrakčního rozpouštědla bylo vyvinuto stejně jako u 
mikroextrakce do jedné kapky mnoho nástrojů či laboratorního skla. Oblíbené je i využití 
iontových kapalin (IL) jako extrakčních rozpouštědel [200]. Ty mohou obsahovat 
paramagnetické složky a k oddělení IL od vodné fáze pak dochází po přiložení magnetu 
k roztoku [145]. Využití všech možných typů IL shrnuje článek od Trujillo-Rodríquez a kol. 
[201]. Vznik disperzního roztoku může způsobit i změna pH [202] nebo změna iontové síly 
roztoku [203].  
Techniky asistované emulsifikace využívají stejného principu extrakce, a to vznik 
mikroskopických kapiček extrakčního rozpouštědla, ale ke vzniku emulze využívají vortex 
(VALLME) [196], ultrazvuk (USAEME) [195] či mikrovlny [204]. Objem extrakčního 
rozpouštědla tak může být ještě menší a disperzní roztok je často plně vynechán, tudíž 
nedochází k dalšímu ředění vzorku [199]. V případě použití ultrazvuku jsou toxická 
rozpouštědla často nahrazena surfaktanty jako je Tween 80, Triton X aj. Tyto látky podporují 
disperzi a tedy i extrakci, ale jejich nevýhodou je možná kontaminace extrakční fáze [205, 
206]. Techniky využívající surfaktanty se řadí do skupiny tzv. mikroextrakcí koacerváty. 
Koacervace je definována jako separace koloidního systému na dvě kapalné fáze. Na 
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koacervát, čili fázi bohatou na koloidní částice, a na rovnovážný roztok, který téměř koloidní 
částice neobsahuje. Mezi částice tvořící koacervát se řadí vodné micely (nepolární část je 
uvnitř micely, tyto struktury tvoří surfaktanty ve vodných roztocích), reverzní micely a 
vezikuly (obr. 4.2). Všechny uvedené koloidní částice formují v roztocích fázi, obsahující tyto 
nanostruktury, a proto se souhrnně nazývají supramolekulární roztoky (SUPRAS) [207, 208]. 
Tyto nanostruktury drží pohromadě díky nekovalentním interakcím a mohou vznikat na 
základě nějaké změny v systému jako je úprava pH, přidání soli atd. Mezi další extrakční 
rozpouštědla tvořící nanostruktury patří dnes velice populární hluboce eutektická rozpouštědla 
(DES). DES se řadí mezi IL, ale mají nižší toxicitu. Sestávají se podobně jako IL ze dvou 
částí, a to z akceptoru a z donoru vodíkové vazby. Akceptorem bývá kvartérní amoniová sůl a 
donorem různé organické kyseliny, aminokyseliny nebo cukry [209]. DES často tvoří reverzní 
micely (např. směs dekanové kyseliny s pyrrolidinedithiokarbamátem v tetrahydrofuranu), ve 
kterých může být analyt zachycen a extrahován. Oddělení koacervátu může být urychleno 
centrifugací [210]. Největší výhodou použití SUPRAS, konkrétně pak DES, je kromě jejich 
nízké toxicity, stejně jako u IL, možnost jejich přizpůsobení pro daný analyt. Tyto kapaliny 
totiž mohu být hydrofobní i hydrofilní [211]. Shishov a kol. [212] či Smith a kol. [209] pak 
shrnuli využití DES jakožto rozpouštědel v analytické chemii. 
 
 
Obrázek 4.2 Přehledná klasifikace supramolekulárních rozpouštědel. 
 
  
Supramolekulární roztoky 
(SUPRAS) /
Koacerváty
Vodné micely Reverzní micely Vezikuly
Iontové kapaliny
Hluboce eutektická 
rozpouštědla (DES)
Povrchově aktivní 
látky (Surfaktanty)
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5. Závěr 
V první části této disertační práce byly otestovány enantioseparační schopnosti dvou 
druhů monosubstituovaných cyklodextrinových derivátů jakožto aditiv do základního 
elektrolytu v kapilární elektroforéze při různých podmínkách.  
V prvním případě se jednalo o permanentně kladně nabité deriváty β-cyklodextrinu, a to 
PEMEDA- a PEMPDA-β-cyklodextriny. Bylo zjištěno, že jako aditiva v CE se mohou 
používat pouze ve formě chloridových solí, protože jakožto dijodidy podléhají při 
podmínkách CE měření rychlé degradaci. Jako nejvhodnější separační pufr pro modelovou 
sadu analytů se ukázal být borátový pufr o koncentraci 15 mmol·l-1 a pH = 9,5 bez přídavku 
organického modifikátoru. PEMPDA-β-cyklodextrin byl jako chirální selektor testován úplně 
poprvé. Při testování obou selektorů došlo pouze k částečné enantioseparaci u D,L-
ketoprofenu, N-boc-D,L-tyrosinu a N-boc-D,L-fenylalaninu. Oddělení enantiomerů na 
základní linii bylo pozorováno v případě obou selektorů při analýze N-boc-D,L-tryptofanu, 
k čemuž stačila již 0,5 mmol·l-1 koncentrace cyklodextrinového derivátu v základním 
elektrolytu. Rozdíly mezi chirálními vlastnostmi jednotlivých derivátů byly minimální. U 
modelové sady analytů se mezi selektory projevil rozdíl pouze při analýze D,L-tyrosinu, kdy 
byla pozorována částečná enantioseparace pouze při přidání PEMPDA-β-cyklodextrinu do 
základního elektrolytu. 
Druhou testovanou skupinou byly cyklodextrinové deriváty schopné tvořit 
supramolekulární polymery, a to 2-O-  a 3-O-cinnamyl-α-cyklodextriny. Byla provedena 
charakterizace obou derivátů pomocí různých technik NMR a také pomocí DLS. Bylo 
zjištěno, že oba deriváty tvoří ve vodných roztocích agregáty, které se při zvýšené teplotě 
rozpadají, ale že tento proces je vratný vzhledem k nekovalentním interakcím, které způsobují 
vznik agregátů. Oba cyklodextrinové deriváty byly otestovány jako aditiva v CE při různých 
podmínkách, ale ani u jednoho z derivátů se neprojevily enantiodiskriminační vlastnosti u 
vybrané skupiny testovaných analytů. 
Druhá část předkládané práce byla zaměřena na studium ochranného zbarvení 
sladkovodních želv a obranných mechanismů ploštic. Metoda HPLC-MS/MS pracující 
v HILIC módu byla využita pro analýzu deseti derivátů pterinu a riboflavinu ve vzorcích kůže 
dvou druhů sladkovodních želv, a to Trachemys scripta a Pseudemys concinna. Použitá 
metoda vycházela z metodiky vypracované pro stanovení vybraných pterinů v kutikulách 
ploštic, ale byla rozšířena o další deriváty, potenciálně přítomné v jiných biologických 
matricích. Výsledky, získané pro rozdílné biologické matrice, prokázaly univerzálnost 
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vypracované metodiky, a to jak z hlediska extrakce analytů pomocí DMSO, tak následné 
HPLC-MS/MS analýzy. V kůžích želv, zejména pak v žlutých a červených oblastech, bylo 
nalezeno sedm z deseti sledovaných derivátů pterinu a dále i riboflavin. Z výsledků vyplývá, 
že deriváty pterinu se spolu s riboflavinem a karotenoidy významně podílí na konečném 
zbarvení želv. 
Dále byla analyzována těkavá obranná sekrece uvolňovaná z metathorakálních žláz 
několika druhů ploštic. Pro její odběr byla pomocí multiparametrické optimalizace vyvinuta 
metodika neletálního odběru, která dobře simuluje útok predátora. Ze tří navržených možností 
bylo vybráno dráždění ploštic pomocí pístu injekční stříkačky s následnou sorpcí uvolněného 
těkavého sekretu na SPME vlákno. Jako extrakční fáze SPME vlákna byla zvolena komplexní 
DVB/CAR/PDMS fáze. Analýza extrahované sekrece probíhala pomocí optimalizované 
metody 1D GG-MS s využitím středně polární separační kolony Rtx-200. Takto byla 
analyzována obranná sekrece samců a samic tří druhů ploštic, a to Pyrrhocoris apterus, 
Pyrrhocoris tibialis a Scantius aegyptius. Výsledky potvrdily, že obranná sekrece je druhově 
specifická a navíc bylo vyhodnoceno, že složení sekrece souvisí více se způsobem života 
jednotlivých druhů než s jejich genetickou příbuzností.  
Vyvinutou metodikou byla dále proměřena obranná sekrece druhu Lygaeus equestris, 
který je schopen sekvestrovat kardenolidy obsažené v semenech některých hostitelských 
rostlin. Byly studovány čtyři skupiny tohoto druhu. Samci a samice, kteří byli od larválního 
stádia krmeni buď semeny toxického hlaváčku jarního či semeny slunečnice, jakožto 
kontrolní skupiny. Těkavá obranná sekrece byla analyzována pomocí optimalizované 1D GC-
MS metody, tentokrát však při použití nepolární kolony SLB-5ms a drážděn byl vždy pouze 
jeden jedinec namísto tří, vzhledem k intenzitě jednotlivých látek v sekretu uvolňovaného 
plošticí. Dále byla provedena optimalizace metody GC×GC-MS ve spojení s kryogenním 
modulátorem, která je účinnější technikou a která umožnila separaci několika významných 
složek obranného sekretu, které by se jinak pomocí 1D GC-MS nepodařilo oddělit a 
identifikovat. Jednalo se zejména o dva případy většinou nejintenzivnějších složek obranného 
sekretu, a to (E)-2-okten-1-ol a 2-oktenal, které se v systému GC×GC-MS zcela oddělily a 
dále o dvojici dekanal a 3-okten-1-ol acetát, u nichž bylo dosaženo alespoň částečné separace. 
Ve složení obranné sekrece u jedinců odchovaných na semenech slunečnice nebyly 
pozorovány téměř žádné rozdíly. Největší odlišnosti ve složení vykazovala obranná sekrece 
samců živených toxickým hlaváčkem, ve které bylo identifikováno několik látek, které se buď 
nevyskytovaly u žádné jiné skupiny, případně ve zcela minoritním množství. 
Nejvýznamnějšími analyty byly v tomto případě 2-fenylethyl acetát a (E,E)-2,4-hexadienyl 
233 
 
acetát, které se řadí mezi feromony. U samců a zejména u samic živených hlaváčkem měla 
uvolněná sekrece menší intenzitu odezvy, než tomu bylo u jedinců živených slunečnicí. Navíc 
se u skupin krmených hlaváčkem projevila obecně menší ochota uvolňovat při dráždění 
těkavou obrannou sekreci. Naopak častěji docházelo k uvolnění tekutiny bez zápachu, 
pravděpodobně obsahující toxické kardenolidy, které se však uvedenou metodikou odběru 
nepodařilo extrahovat a následně analyzovat. Výsledky, získané při měření obrané sekrece 
druhu Lygaeus equestris, byly navíc oceněny v rámci Ceny Shimadzu 2018, kde byla tato 
práce vybrána mezi deset nejlepších.  
Na závěr práce byly shrnuty všechny mikroextrakční techniky, které byly v rámci sepsání 
dvou přehledných článků klasifikovány a u kterých byly popsány jejich výhody, nevýhody a 
nejnovější inovace. Mikroextrakční metody v nich byly rozděleny do čtyř hlavních skupin 
podle typu extrakční fáze.  
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